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Verzeichnis der verwendeten Einheiten und Abkürzungen
Verzeichnis der verwendeten Einheiten
und Abkürzungen

physikalische und chemische Einheiten Abkürzungen chemischer Stoffe

Anmerkungen zur Terminologie

Der Begriff „chip budding“ wird synonym zur Be-
zeichnung „Rindenspanveredlung“ verwendet,
ebenso der Ausdruck „Chip“ für „Rindenspan“.

Wörter, die Fremdsprachen entlehnt sind, sind
im laufenden Text kursiv gesetzt (z. B. in vitro,
bulk).

°C Grad Celsius (Temperatur)
bar Bar
bp basepair(s) (Basenpaar(e))
Da Dalton
g Gramm (Masse)
g Erdbeschleunigung
h Stunde(n) (Zeit)
J Joule (Energie)
K Kelvin (Temperatur)
l Liter (Volumen)
lm Lumen (Lichtstrom)
lx Lux (Beleuchtungsstärke)
m Meter (Länge)
M molare Konzentration (mol/l)
min Minute(n) (Zeit)
mol Mol (Stoffmenge)
nt Nucleotid(e)
Pa Pascal (Druck)
rpm Rotationen pro Minute
s Sekunde(n) (Zeit)
S Siemens (elektrischer Leitwert)
t Tonne (Masse)
u atomare Masseneinheit
U Enzymaktivität
V Volt (Spannung)
W Watt (Leistung)
w/v weight/volume

ACN Astrablau-Chrysoidin-Neufuchsin
ATP Adenosintriphosphat
BSA Rinderserumalbumin
BSA-c acetyliertes Rinderserumalbumin
DNA Desoxyribonucleinsäure
GTP Guanosintriphosphat
IgG Immunglobulin G
IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid
PAL Phenylalaninammoniumlyase
PBS phostphate buffered saline
PEG Polyethylenglycol
PVP Polyvinylpyrrolidon
RNA Ribonucleinsäure
RNase Ribonuclease
SA salicylic acid, Salicylsäure
XGal 5-Brom-4-chlor-3-indol-β-D-galacto-

pyranosid
VII
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sprachliche Vereinfachungen

Abb. Abbildung
AFLP amplified fragment length

polymorphism
Aufl. Auflage
BSA bulk(ed) segregant analysis
CAPS cleaved amplified polymorphic

sequence
cf. confer (lat. conferre=vergleichen)
d. h. das heißt
ebda. ebenda (Bezug auf die letztgenannte 

Literaturangabe)
ELISA enzyme-linked immuno(ad)sorbant 

assay
f. folgende(r/s)
ff. folgende
Fa. Firma
HI Hypersensibilitätsindex ∈ [0; 1]
HK Hypersensibilitätsklasse ∈ {0; 1; 2; 3}
Hoh 4517 Zuchtklon von Prunus domestica aus 

dem Hohenheimer Genpool mit der 
(hier exemplarischen) vierstelligen 
Zuchtnummer  4517

HR hypersensitive response
hypersensible Reaktion

i. d. R. in der Regel

k. A. keine Angaben
Nr. Nummer
PCD programmed cell death
PCR polymerase chain reaction
Pflz. Pflanze
PPV Plum pox virus
RAPD random amplified polymorphic DNA
RFLP restriction fragment length

polymorphism
RGA resistance gene analogue
RT-PCR reverse transcription polymerase 

chain reaction
s. siehe
S. Seite
SAR systemic aquired resistence
SCAR sequence characterized amplified

region
SNP single nucleotide polymorphism
SSCP single strand conformation poly-

morphism
Tab. Tabelle
TSD Triebspitzendürre
u. U. unter Umständen
z. B. zum Beispiel
ZV Zwischenveredlung
I
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Die Bedeutung der Resistenz gegen das Scharkavirus für den Anbau der Europäischen Pflaume
1 Die Bedeutung der Resistenz
gegen das Scharkavirus für
den Anbau der Europäischen Pflaume

In der Gattung Prunus finden sich öko-
nomisch bedeutende Obstarten, darunter die
Süß- (Prunus avium L.) und Sauerkirsche (Pru-
nus cerasus L.), der Pfirsich (Prunus persica (L.)
BATSCH), die Aprikose (Prunus armeniaca L.)
und die Gruppe der Europäischen Pflaume (Pru-
nus domestica L.) mit Pflaume, Zwetsche, Rene-
klode und Mirabelle. Außerdem zählen als
Wildobst oder als Unterlagen für Steinobst ver-
wendete Gehölze wie die Schlehe (Prunus spinosa
L.) und die Kirschpflaume oder Myrobalane
(Prunus cerasifera L.) zu dieser Gattung. Alle ge-
nannten Arten werden vom Scharkavirus (Plum
pox virus1, PPV) befallen (KEGLER et al. 1998).
Die Entwicklung von Sorten, die gegen PPV resi-
stent sind, beschäftigt die Züchter, seitdem die
Viruserkrankung 1933 von ATANASOFF erstmals
beschrieben wurde.

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich
mit einer speziellen Form der Resistenz der Euro-
päischen Pflaume gegen das Scharkavirus, der
Resistenz durch Hypersensibilität. Hypersensibi-
lität ist der mit der Auslösung von Pathogenab-

wehrprozessen eng verknüpfte programmierte
Zelltod (HEATH 2000). Es werden Aussagen zu
Ausprägungsformen der Hypersensibilität, zur
Vererbung, zur Histochemie der pflanzlichen
Abwehr des Virusbefalls und zur Entwicklung
von molekularen Markern für das Merkmal Hy-
persensibilität gegenüber PPV getroffen.

Einführend soll ein Überblick über die
Scharkakrankheit und ihre Bedeutung für die
Kultur der Europäischen Pflaume gegeben wer-
den. Daraus wird die Notwendigkeit der Züch-
tung resistenter Sorten ersichtlich. Dabei wird ein
Aufriss über das bisher in der Züchtung Erreichte
und Ausstehende gegeben. Schließlich werden
verschiedene Formen der Resistenz aufgezeigt.
Diese Thematik einschließlich der Terminologie,
die dabei verwendet wird, wird detailliert behan-
delt. Es scheint nämlich notwendig, die Scharka-
resistenz in den Kontext neuerer Erkenntnisse
zum pflanzlichen Resistenzverhalten zu stellen.
Ein derartiger Versuch ist in dieser Form ausste-
hend. Diese Überlegungen führen hin zur Be-
sprechung der Hypersensibilitätsreaktion und ih-
rer Rolle beim Virusresistenzverhalten von Ver-
tretern der Europäischen Pflaume. Dabei wird
auf den Nutzen der Hypersensibilität für die
Scharkaresistenzzüchtung hingewiesen.

Zuvor wird die Gruppe der Europäischen
Pflaume in ihrer Stellung im botanischen System
kurz dargestellt und ihre ökonomische Bedeu-
tung bewertet.

1 Gemäß der Bestimmungen des International Com-
mitee on Taxonomy of Viruses (ICTV) wird nur der
erste Bestandteil des Virusnamens groß geschrieben,
es sei denn, der Virusname beinhaltet Eigennamen.
Der gesamte Virusname wird kursiv gesetzt, wenn
damit die Stellung des Virus im taxonomischen Sy-
stem bezeichnet wird. In allen anderen Fällen wird
kein Kursivdruck verwendet (VAN REGENMORTEL
2002).
1
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1.1 Zur Systematik der Art Prunus domestica L.

Die Taxonomie der Art Prunus domestica
L. innerhalb der Familie der Rosaceae, der Unter-
familie Prunoideae und der Gattung Prunus ist
umstritten. Nach HEGI (1906) zählt diese Art zur
Untergattung Prunophora, die sich in die beiden
Sektionen Prunocerasus und Euprunus gliedert.
Letzterer gehören die vornehmlich in Europa an-
gebauten Sorten an. Diese werden von HEGI in
der Art Prunus domestica zusammengefasst.

RÖDER (1939) unterstützt die von RYBIN
(1936) vertretene Auffassung, eine weite Um-
grenzung der Art Prunus domestica vorzuneh-
men und darin eine „Zusammenfassung der von-
einander recht verschiedenen (europäischen)
Kulturrassen [zu] sehen“. Er unterteilt die Art in
drei Subspezies:

• Prunus domestica ssp. insititia
mit Spillingen und Mirabellen,

• Prunus domestica ssp. italica
mit Rundpflaumen, Halbzwetschen, Eier-
pflaumen, Ovalpflaumen und Dat-
telzwetschen

• und Prunus domestica ssp. oeconomica,
den Zwetschen.

JOHANNSON und OLDÉN (1962) stellen
gemeinsam mit SCHMIDT (1954) die verschiede-
nerseits vorgenommene Abgrenzung zwischen
einzelnen Unterarten von der Beobachtung aus
in Frage, dass Sämlinge, die aus Selbstungen eines
der Art Prunus domestica ssp. insititia zugeord-
neten Baumes entstanden waren, eine sehr hohe
Variabiliät hinsichtlich ihrer inneren und äuße-
ren Fruchtmerkmale aufwiesen und somit ver-
schiedenen Subspezies im Sinne von RÖDER zu-
geordnet werden konnten. Sie schlagen vor, den
bisher verwendeten Unterarten lediglich den Sta-
tus einer nach Fruchtmerkmalen vorgenomme-
nen Einteilung zukommen zu lassen. Eine ver-
gleichbare Klassifizierung ist in der Obstsorten-
kunde des Apfels mit Begriffen wie „Kalville“
oder „Renetten“ gebräuchlich. Auch dort werden
diese nicht als Subspezies betrachtet. SCHMIDT
(1954) folgert aus seinen Züchtungsergebnissen

die „Unhaltbarkeit der alten pomologischen
Gruppeneinteilung der Pflaumen vom geneti-
schen Standpunkt der Betrachtung“ her. Mor-
phologische, biochemische oder cytogenetische
Unterschiede, welche die Bildung von Subspezies
rechtfertigen würden, konnten auch in neuerer
Zeit nicht nachgewiesen werden. Deshalb ist auch
die obig genannte Einteilung der Art Prunus do-
mestica in drei Unterarten nicht gerechtfertigt.

Die Gruppe der Europäischen Pflaume
(Prunus domestica L.) umfasst demnach die
Pflaume, Zwetsche, Reneklode und Mirabelle.
(Lediglich die Mirabelle wird auch in neuerer Li-
teratur oftmals als eigene Art Prunus insititia ge-
führt.) All ihre Vertreter sind hexaploid (2n=6×
=48) und unterscheiden sich damit von ihren
nächsten Verwandten, der diploiden Myrobalane
oder Kirschpflaume (Prunus cersifera ERH.) (2n=
2×=16) und der tetraploiden Schlehe (Prunus
spinosa L.) (2n=4×=32) (RYBIN 1936). Die Euro-
päische Pflaume wird als Hybride zwischen My-
robalane und Schlehe angesehen (Erstbericht von
CRANE und LAWRENCE  1931, experimentell be-
stätigt von RYBIN 1936), wenngleich diese An-
nahme vereinzelt in Frage gestellt wird (ERYOMI-
NE 1991, SALESSES und BONNET 1994). Als Ur-
spungsgebiete gelten Vorderasien und Osteuropa
(RYBIN 1936).

Im deutschen Sprachgebrauch ist im
Norden des Landes die Bezeichung „Pflaume“ für
die gesamte Domestica-Gruppe ohne der Mira-
belle gebräuchlich. Im Süden wird unterschieden
zwischen  „Pflaumen“ mit zumeist weichfleischi-
gen, säurearmen, runden und „Zwetschen“ mit
geschmacklich meist höherwertigen, neben Zuk-
ker auch ausreichend Säure aufweisenden, festen,
oftmals länglichen Früchten. Renekloden sind als
besonders saftige und aromatische Pflaumen auf-
zufassen. Mirabellen besitzen kleine, zuckerrei-
che, aromatische, runde Früchte.

Nachfolgend wird der Begriff „Europäi-
sche Pflaume“ als Synonym für die Art Prunus
domestica mit Pflaume, Zwetsche, Reneklode und
Mirabelle benutzt.
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1.2 Wirtschaftliche Bedeutung des Anbaus der Europäischen Pflaume

Über die Erzeugermärkte wurden in
Deutschland im Durchschnitt der Jahre 2000 bis
2003 32000t Pflaumen, Zwetschen, Mirabellen
und Renekloden aus heimischem Anbau ver-
marktet. Dabei wurde ein Erlös von 19,5 Millio-
nen Euro erzielt. Damit ist die europäische Pflau-
me nach dem Apfel die wirtschaftlich bedeutend-
ste Baumobstart in Deutschland (ELLINGER
2004).

Ein wesentlich größerer Anteil der deut-
schen Produktion stammt aus dem Anbau für Di-
rektvermarktung sowie aus dem Streuobstbau
und aus Hausgärten. So lag die Gesamterntemen-
ge für die Europäische Pflaume im Schnitt der
gleichen Jahre bei 433000t und erreichte damit
etwa 22% der deutschen Apfelproduktion
(1990000t) (FAOSTAT 2004). Über Erzeuger-
märkte wurde demnach weniger als ein Zehntel
der Gesamtproduktion in Umlauf gebracht.

Innerhalb der Europäischen Union (EU)
werden in Deutschland mit 32% der Gesamtern-
tenmenge mit Abstand am meisten Pflaumen,
Zwetschen, Renekloden und Mirabellen erzeugt,
es folgen in abnehmender Bedeutung Frankreich,
Spanien und Italien (FAOSTAT 2004, s. Tab. 1.2–
1). Bezogen auf den Marktanbau verzeichnet
Deutschland in der letzten Dekade den stärksten
Zuwachs in der Produktion innerhalb der EU-
Länder (ELLINGER 2004).

Weltweit wurden von 2001 bis 2004 jähr-
lich durchschnittlich 9,44 Millionen t Pflaumen
(einschließlich Japanischer Pflaume) erzeugt. Da-
mit ist die Gruppe der Europäischen und Japani-
schen Pflaume nach dem Pfirsich (incl. der Nek-
tarine), von dem im Mittel 14,91 Millionen t pro-
duziert wurden, mit Abstand die bedeutendste
unter den Steinobstarten (ELLINGER 2004, FAO-
STAT 2004). Deutschland ist nach China, den
USA und Rumänien das viertgrößte Erzeuger-
land. Vor allem in China, aber auch in den USA
hat allerdings der Anbau der Japanischen Pflau-
me einen hohen Stellenwert, während in den bei-
den europäischen Ländern fast ausschließlich die
Europäische Pflaume erzeugt wird.

Tab. 1.2–1   Jährlich produzierte Menge an Euro-
päischer Pflaumea in den Ländern der EUb im
Durchschnitt der Jahre 2001 bis 2004 (FAOSTAT
2004)

Land Produktion [t] Anteil [%]

Deutschland 435294 32,04

Frankreich 254537 18,73

Spanien 177834 13,09

Italien 161254 11,87

Polen 113586 8,36

Österreich 63804 4,70

Ungarn 57285 4,22

Tschechien 28821 2,12

Portugal 14878 1,10

Großbritannien 14375 1,06

Griechenland 7938 0,58

Slowakei 7729 0,57

Niederlande 5750 0,42

Slowenien 5261 0,39

Lettland 2782 0,20

Estland 2397 0,18

Litauen 1889 0,14

Zypern 1100 0,08

Dänemark 600 0,04

Luxemburg 543 0,04

Belgien 525 0,04

Schweden 471 0,03

Summe 1358650 100,00

a In der Statistik sind die im Marktanbau, für die 
Direktvermarktung, im Streuobstbau und im 
Hausgarten geernteten Mengen berücksichtigt. 
Sie umfasst außer der Gruppe der Europäischen 
Pflaume (Pflaume, Zwetsche, Mirabelle und 
Reneklode) auch die Schlehe (Prunus spinosa), 
die aber nur in vergleichsweise unbedeutenden 
Mengen produziert wird.

b Eingeschlossen sind die im Mai 2004 beigetrete-
nen Länder. Aus Finnland, Irland und Malta liegen 
keine Daten vor. Im Nicht-EU-Mitgliedsland 
Schweiz wurden zum Vergleich durchschnittlich 
7222t Europäischer Pflaumen jährlich erzeugt.
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1.3 Die Scharkavirose und ihre Auswirkungen auf den Anbau der 
Europäischen Pflaume

Krankheitssymptome an Steinobst, die
aus späterer Sicht als Folgen des Befalls mit dem
Scharkavirus zu deuten waren, wurden erstmalig
von bulgarischen Obstbauern in den Jahren
1917/1918 an Bäumen der Zwetschensorte ‘Ku-
stendil’ (‘Hauszwetsche’) beobachtet (ATANAS-
OFF 1933 und 1935). ATANASOFF kommt das Ver-
dienst zu, die virale Natur des Erregers dieser
Symptome erkannt zu haben. Zugleich beobach-
tete er, dass die von ein und demselben infektiö-
sen Agens hervorgerufene Krankheit auch an
Pfirsich, Aprikose, Süß- und Sauerkirsche auf-
tritt. Seither sind die Scharkavirose und ihr Erre-
ger, das Plum pox virus, weltweit Gegenstand in-
tensiver Forschung. Nachfolgend soll ein Über-
blick über den gegenwärtigen Stand des Wissens
über das Scharkavirus gegeben werden.

1.3.1 Der Erreger der Scharkakrankheit, 
das Plum pox virus (PPV)

1.3.1.1 Taxonomie und biophysikalische 
Eigenschaften

Die Scharkakrankheit wird vom Plum
pox virus (PPV) hervorgerufen, das zur Gattung
Potyvirus innerhalb der Familie der Potyviridae
gehört (LÓPEZ-MOYA und GARCÍA 1999). Als
Synonym ist der Name „Scharkavirus“ (engl.
„Sharka virus“) gebräuchlich (EPPO 2004).

Über die biophysikalischen Eigenschaf-
ten von PPV existieren verschiedene Angaben,
die sich je nach Virusisolat und Wirtspflanze, aus
der die zu ihrer Bestimmung verwendeten Viren
gewonnen werden, stark unterscheiden. Der
thermale Inaktivierungspunkt wird zwischen 45
und 58°C, der Verdünnungsendpunkt zwischen
4·10–1 und 8·10–1 und die biologische Stabilität in
vitro zwischen 10 und 80 Stunden angegeben
(NÉMETH 1986).

1.3.1.2 Aufbau des Scharkavirus 

Das Plum pox virus ist filamentös mit ei-
ner Länge von ca. 750 nm und einem Durchmes-
ser von etwa 15 nm; die Proteinhülle, welche die
virale RNA umgibt,  besteht aus bis zu 2000
gleichartigen Capsomeren (EPPO 2004). Im Viri-
on sind zwei Proteine, das Hüllprotein und das
genome-linked viral protein (VPg) (s. u.), nach-
weisbar (SHUKLA et al. 1994). Die Proteinsequenz
des Hüllproteins ist für mehrere Scharkavirus-
stämme und -isolate (s. Kapitel 1.3.1.4 „Virus-
stämme“ auf S. 6) bekannt (z. B. LAIN et al. 1989,
MAISS et al. 1989, RIECHMANN et al. 1989, TEY-
CHENEY et al. 1989). Auf der Quartärstruktur des
Capsids, die letztlich auf der Primärstruktur, also
der Aminosäureabfolge der Capsomere beruht,
basiert der auf serologische Methoden gestützte
Virusnachweis (MYRTA et al. 1998).

1.3.1.3 Genom und Genprodukte

Das Genom des Scharkavirus besteht aus
einem einsträngigen RNA-Strang positiver Ori-
entierung mit ca. 9800nt;  am 5’-terminalen Ende
ist es mit einem genome-linked protein (VPg)
verbunden (MAISS et al. 1989, RIECHMANN et al.
1989). Die RNA enthält einen langen open rea-
ding frame (ORF), der in ein Polyprotein der
Masse 355,5 kDa translatiert wird (RIECHMANN et
al. 1991). Dieses Polyprotein wird – wie auch bei
anderen Vertretern der Gattung Potyvirus –
durch Spaltung von Peptidbindungen in ver-
schiedene Proteine prozessiert (LÓPEZ-MOYA et
al. 2000). Abb. 1.3–1 gibt einen Überblick über
die Organisation des Scharkavirusgenoms.

Die Proteine P1 und HC wirken autoka-
talytisch bei ihrer Abspaltung vom Polyprotein
am C-terminalen Ende (GARCÍA et al. 1993, RA-
VELONANDRO et al. 1993). Für die Prozessierung
von P1 wird ein nicht-viraler, also von der Pflan-
ze bereitgestellter Co-Faktor als essentiell ange-
nommen (GARCÍA et al. 1993). Das Protein NIa
katalysiert die Spaltung von Peptidbindungen an
sieben definierten Stellen.
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Funktionen der einzelnen Proteine. i Wie bei
den meisten Vertretern der Potyviridae erfüllen
die von der viralen RNA codierten Proteine beim
Plum pox virus folgende Funktionen (GARCÍA et
al. 1993, RAVELONANDRO et al. 1993, SHUKLA et
al. 1994, GARCÍA et al. 1994, LÓZEZ-MOYA et al.
2000, SÁENZ et al. 2002):

• P1 (first protein): Serin-Proteinase, Au-
tokatalyse der Hydrolyse des P1-Proteins
vom HC-Protein, vermutet wird eine Be-
teiligung beim Zell-zu-Zelltransport der
viralen RNA.

• HC (helper component): Cystein-Pro-
teinase, spielt eine entscheidende Rolle
bei der Übertragung der Viren über
Blattläuse. Angenommen wird eine Mit-
wirkung des HC-Proteins bei der Bin-
dung des Virions an Strukturen der
Mundwerkzeuge von Aphiden. Zudem
gibt es Hinweise auf die Beteiligung an
der Fähigkeit des Virus zur systemischen
Infektion der Pflanze (Langstrecken-
transport des Virus im Leitungsgewebe).

• P3 (third protein) und 6K1: Funktion un-
klar, bislang nicht sicher in PPV-infizier-
ten Pflanzen nachgewiesen. SÁENZ et al.
(2000) berichten über Determinanten,
welche die Stärke der Symptomausprä-
gung bei Nicotiana clevelandii beeinflus-
sen und auf Genabschnitten liegen, die
für die beiden genannten Proteine codie-
ren.

• CI (cylindrical cytoplasmatic inclusion
protein): RNA-Helicase, mit Nucleo-
tidtriphosphat-Bindungsstelle; vermutet
wird eine Beteiligung bei der Replikation
der viralen RNA und bei der lokalen Vi-
rusausbreitung über plasmodesmatische
Verbindungen. Bildet zylindrische cyto-
plasmatische Inklusionen.

• NIa (small nuclear inclusion protein):
Protease, die mit 7 Schnittstellen an der
Proteolyse des Polyproteins beteiligt ist
(s. Abb. 1.3–1). Durch Proteolyse wird
vom NIa-Protein das VPg abgespalten,
das ans 5’-terminale Ende der viralen
RNA kovalent bindet. Über die Funktio-
nalität des VPg bei PPV herrscht Unklar-
heit. Für die Infektiosität spielt es keine
Rolle.

• NIb (large nuclear inclusion protein):
formt zusammen mit NIa die kristallinen
nukleären Inklusionen und stellt die
RNA-abhängige RNA-Polymerase dar.

• CP (coat protein): bildet die Capsomere,
die sich zum vollständigen Capsid zu-
sammensetzen, welches das virale Ge-
nom umgibt. Das CP besteht aus einer
zentralen, konservierten Region, die N-
und C-terminal von variableren Regio-
nen flankiert ist. Das N-terminale Ende
spielt eine Rolle bei der Virusausbreitung
von Zelle zu Zelle. Dem Caposmer
kommt natürlicherweise eine Rolle bei
der Vektorübertragbarkeit des Virus zu.

Abb. 1.3–1   Genomkarte des Plum pox virus (aus LÓPEZ-MOYA et al. 2000, © 2000 Elsevier, mit freundli-
cher Genehmigung). An die virale RNA, dargestellt als dicke schwarze Linie, ist am 5’-Ende kovalent das
VPg (genome-linked viral Protein) gebunden. Der virale open reading frame (ORF), symbolisiert als gelbli-
cher Kasten, codiert für ein Polyprotein, das in folgende Proteine prozessiert wird: P1: first protein, HC: hel-
per component, P3: third protein, CI: cylindrical cytoplasmatic inclusion protein, NIa: small nuclear inclu-
sion protein (enthält am N-terminalen Ende das VPg), NIb: large nuclear protein, CP: coat protein, 6K1/2:
Proteine mit einer Masse von 6 kDa. Die Masse und eine der Funktionen der jeweiligen Proteine sind in der
Darstellung angegeben. Die senkrechten Linien markieren die Proteinaseschnittstellen; die darüber befind-
lichen Symbole geben an, welches Enzym die Hydrolyse der Peptidbindung katalysiert; der kleinere Pfeil
deutet auf suboptimale oder partielle Proteolyse hin. 
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Die Replikation der viralen RNA wird
membrangebunden im Cytoplasma vermutet.
Die Bedeutung der cytoplasmatischen und nucle-
ären Inklusionen bei der Replikation ist unklar.
Bemerkenswert ist, dass Proteine, die alle an der
Replikation der viralen RNA beteiligt sind, in un-
terschiedlichen Strukturen und Kompartimenten
aggregieren (z. B. CI im Cytoplasma und NIa/NIb
im Zellkern) (GARCÍA et al. 1994).

1.3.1.4 Virusstämme

Es sind zahlreiche Isolate des Scharkavi-
rus bekannt, die sich hinsichtlich ihrer biologi-
schen und epidemiologischen Eigenschaften
voneinander unterscheiden (Virulenz, Übertrag-
barkeit durch Aphiden, Symptomausprägung).
Die Isolate werden den folgenden bislang be-
kannten Stämmen zugeordnet:

1 D-Stamm (Dideron) (PPV-D)
(KEGLER et al. 1998, MYRTA et al. 1998,
EPPO 2004, JARAUSCH et al. 2004)
– vor allem bei Europäischer Pflaume

und Aprikose bedeutsam
– in Mittel- und Westeuropa sowie eini-

gen Mittelmeerländer am meisten
verbreitet

2 M-Stamm (Marcus) (PPV-M)
(KEGLER et al. 1998, MYRTA et al. 1998,
EPPO 2004, JARAUSCH et al. 2004)
– verbreitet sich schneller als der D-

Stamm
– größte Bedeutung beim Pfirsich, be-

fällt aber auch die Europäische Pflau-
me

– ruft meist stärkere Symptome hervor
als der D-Stamm

– hauptsächlich in Süd- und Osteuropa
verbreitet, kommt aber auch in West-
europa vor

3 EA-Stamm (El Amar) (PPV-EA)
(EPPO 2004)
– in Ägypten an Aprikose entdeckt
– Verbreitung bislang auf Ägypten be-

schränkt

4 C-Stamm (cherry) (PPV-C)
(KALASHYAN et al. 1994, FANIGLIULO et
al. 2003, FANIGLIULO et al. 2004)
– befällt Süß- und Sauerkirsche
– Isolat aus Süßkirsche nachgewiesen in

Moldawien, Italien, Russland, Un-
garn, Bulgarien, Rumänien und
Tschechien

– Isolate aus Sauer- und Süßkirschen
konnten auf Sorten von Prunus dome-
stica übertragen werden

5 rekombinanter Stamm (PPV-Rec)
(GLASA et al. 2004)
Die Zuordnung zu den unter 1 bis 4 be-
nannten Stämmen erfolgte ursprünglich
aufgrund von Unterschieden in den sero-
logischen Eigenschaften des Hüllprote-
ins. Diese beruhen auf Unterschieden in
der Sequenz des CP-Gens, was später die
Stammzuordnung mit molekularbiologi-
schen Methoden ermöglichte. Untersu-
chungen verschiedener Virusisolate, die
sich auf größere Genomabschnitte als das
CP-Gen bezogen, führten zum Nachweis
eines weiteren Virusstammes, PPV-Rec.
– entstanden aus einem Rekombinati-

onsereignis zwischen PPV-M und
PPV-D im NIb-Gen

– über ganz Zentral- und Südosteuropa
verbreitet (Slowakei, Tschechien,
Deutschland, Albanien, Bulgarien,
Ungarn)

– befällt vor allem die Europäische
Pflaume und Aprikose

– natürliche Übertragung auf Pfirsiche
ist möglich, aber selten

– Etliche der bislang dem D- und M-
Stamm zugeordneten Isolate gehören
zum rekombinanten Stamm

Abb. 1.3–2 gibt einen Überblick über die
von GLASA et al. (2004) vorgeschlagene
Einteilung der PPV-Stämme und ihren
phylogenetischen Stammbaum. Dabei ist
zu berücksichtigen, dass diese Zuord-
nung auf der Sequenzierung eines Ge-
nomabschnittes der verschiedenen Isola-
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te beruht, also nicht das gesamte Genom
der Isolate erfasst.

6 2003 berichten JAMES et al. über ein neu-
es und ungewöhnliches PPV-Isolat in Ka-
nada. Nach Vergleich des Genoms mit
anderen Isolaten ziehen sie den Schluss,
dass es sich beim Isolat W3174 um den
Repräsentanten eines neuen PPV-Stam-
mes handeln muss; vermutlich gelangte
das Virusisolat über eine osteuropäische
Baumschule nach Nordamerika (JAMES
und VARGA 2004). Eine Namensbezeich-
nung für den neuen Stamm ist bislang
nicht festgelegt.

Abb. 1.3–3 gibt einen Überblick über die
Zuordnung verschiedener PPV-Isolate zu den
einzelnen Stämmen. Deutlich wird, dass sowohl
PPV-EA als auch PPV-C nur wenige Vertreter
umfassen und als stammesgeschichtlich von
PPV-M und PPV-D relativ weit entfernt einzu-
stufen sind. Obwohl sie sich auf einen anderen
Abschnitt im Virusgenom beziehen, kommen
auch GLASA et al. (2004) zu diesem Schluss. Dies
ist aus Abb. 1.3–2 ersichtlich, wobei hier die neu
eingeführte Zuordnung zu PPV-Rec hinzu-
kommt. PPV-D, PPV-M und PPV-Rec bilden die
bedeutenden Stämme, während die Verbreitung,
die Dichte des Vorkommens und damit auch die
wirtschaftliche Bedeutung der Isolate, die PPV-
EA und PPV-C zuzuordnen sind, gering sind.

In jüngster Zeit wird von einem weiteren
atypischen PPV-Isolat aus der Türkei berichtet,
das mit hoher Wahrscheinlichkeit aus mehreren
Rekombinationsereignissen zwischen Vertretern
mindestens zweier Stämme entstanden ist (GLA-
SA und CANDRESSE 2005). Dieser und in Zukunft
zu erwartende Funde atypischer PPV-Isolate las-
sen ein erweitertes Verständnis der Evolution des
Scharkavirus erwarten.

Abb. 1.3–2   Phylogenetischer Baum verschiede-
ner PPV-Isolate basierend auf der Nukleotidse-
quenz der hypervariablen N-terminalen Region
des Hüllproteins. Die mit Ortsangaben oder Codes
benannten Virusisolate sind den fünf postulierten
Stämmen zugeordnet (aus GLASA et al. 2004,
© 2004 by Society for General Microbiology, mit
freundlicher Genehmigung).

Abb. 1.3–3   Phylogenetische Analyse einiger
PPV-Isolate, basierend auf den Genprodukten des
für P3 und 6K1 codierenden Genomabschnittes
(aus FANIGLIULO et al. 2003, © 2003 by Springer
Verlag, mit freundlicher Genehmigung).
7
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1.3.1.5 Wirtspflanzen

Das Plum pox virus befällt eine Vielzahl
krautiger und verholzender Pflanzen. Wirtschaft-
lichen Schaden ruft es bei Obstgehölzen der Gat-
tung Prunus hervor. NÉMETH (1986) gibt einen
detaillierten Überblick über die Wirtspflanzen
des Scharkavirus. Für experimentelle Zwecke
werden sehr häufig Nicotiana benthamiana, Ni-
cotiana glutinosa, Pisum sativum und Chenopodi-
um foetidum verwendet (EPPO 2004). Viele der
Wirtspflanzen kommen als Unkräuter und Un-
gräser in Obstanlagen vor, jedoch konnte eine
Übertragung von krautigen Pflanzen auf Obstge-
hölze durch Vektoren unter natürlichen Bedin-
gungen nie nachgewiesen werden (KEGLER und
HARTMANN 1998).

Hier sollen lediglich die Wirtspflanzen
aufgezählt werden, die als Edelsorten oder Unter-
lagen für Obstgehölze oder als Ziergehölze in
Mitteleuropa Verwendung finden (NÉMETH
1986, KEGLER und HARTMANN 1998, EPPO
2004): Prunus armeniaca, Prunus avium, Prunus
bessey, Prunus cerasifera, Prunus cerasifera×
munsoniana ‘Marianna’, Prunus cerasus, Prunus
domestica (s. Kapitel 1.1 „Zur Systematik der Art
Prunus domestica L.“ auf S. 2), Prunus dulcis, Pru-
nus glandulosa, Prunus mahaleb, Prunus persica,
Prunus salicina, Prunus spinosa, Prunus tomento-
sa, Prunus triloba. Je nach Wirtspflanze bestehen
virusstammspezifische Unterschiede in der An-
fälligkeit und Symptomausprägung. So können
Isolate der Stämme PPV-D und PPV-M nicht sy-
stemisch Prunus avium und Prunus cerasus infi-
zieren (FANIGLIULO et al. 2003 und 2004).

1.3.1.6 Übertragung und Verbreitung

Natürliche Übertragung. Das Scharkavirus wird
in der Natur nichtpersistent von Blattläusen
übertragen (KRCZAL und KUNZE 1972). Zu den
wichtigsten Arten, die als effektive Vektoren fun-
gieren, zählen die Große (Brachycaudus helichry-
si KALT.) (CHRISTOFF 1947) und Kleine (Brachy-
caudus cardui L.) (KUNZE und KRCZAL 1971)
Pflaumenblattlaus, die Grüne Pfirsichblattlaus
(Myzus persicae SULZ.) (KASSANIS und SUTIC
1965) und die Hopfenblattlaus (Phorodon humili

(SCHRK.) PASS.) (VACLAV 1960). Die Schwarzge-
fleckte (Appelia schwartzi C. B.) und die Mehlige
(Hyalopterus amygdali BLANCH.) Pfirsichblatt-
laus sowie die Mehlige Pflaumenblattlaus (Bra-
chycaudus pruni (GEOFFR.) KOCH) sind keine
Vektoren des Scharkavirus (KRCZAL und KUNZE
1972). Die Aquisitionssaugzeit beträgt 5 bis 10
Minuten, danach kann der Vektor das Virus eine,
bei dazwischenliegender Hungerperiode (z. B.
Flugzeit beim Verlassen der kranken Pflanze) bis
zu drei Stunden lang übertragen (KRCZAL und
KUNZE 1972). 

Wichtig für die Fähigkeit des Virus,
durch Blattläuse übertragen werden zu können,
ist die Struktur der Virushülle und der Aufbau
des HC-Proteins (s. Kapitel 1.3.1.3 „Genom und
Genprodukte“ auf S. 4) (SHUKLA at al. 1994, GAR-
CÍA et al. 1994, LÓPEZ-MOYA et al. 1995).

Künstliche Übertragung. Zudem ist eine Über-
tragung durch Veredlung und mechanische In-
okulation möglich; letztere ist erfolgreich von
verholzenden auf krautige und zwischen krauti-
gen Pflanzen, im Allgemeinen aber nicht von
krautigen auf verholzende Gewächse (NÉMETH
1986, MARTÍNEZ-GÓMEZ et al. 2000). Lediglich
PPV-C konnte durch mechanische Inokulation
auf sehr junge Sämlinge von Prunus mahaleb
bzw. in vitro vermehrte Sämlinge der Süßkir-
schensorte ‘Van’ (Prunus avium) übertragen wer-
den (BOEGLIN et al. 2004 bzw. FANIGLIULO et al.
2004). Womöglich ist eine mechanische Übertra-
gung auch bei der Europäischen Pflaume mög-
lich, sofern sehr junge, juvenile Pflanzen verwen-
det werden.

Von einer Übertragung durch Pollen
wurde zunächst berichtet (COMAN und COCIU
1976), sie konnte aber später nicht bestätigt wer-
den (NÉMETH 1986). Über die Samenübertrag-
barkeit gibt es widersprüchliche Angaben, zu-
mindest für Prunus domestica wird sie von den
meisten Autoren ausgeschlossen (COMAN und
COCIU 1976, ROY und SMITH 1994, HARTMANN
1990, KEGLER und HARTMANN 1993, KEGLER und
HARTMANN 1998).

Verbreitung. Die natürliche Verbreitung in der
Obstanlage erfolgt über Blattläuse. Ausgehend
von wenigen infizierten Obstgehölzen und ab-
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hängig von der Sorte kann sich ein Virusbefall in-
nerhalb von vier bis zehn Jahren auf 48 bis 100%
der  Bäume  in  der Obstanlage ausweiten, wie
JORDOVIC (1968) am Beispiel der Europäischen
Pflaume zeigte. Bei der Ausbreitungsgeschwin-
digkeit spielen die Pflanzenart, die Sorte, der
Zeitpunkt der Infektion, die Vektorart, der Infek-
tionsdruck (Vektorpopulation, Vorhandensein
geflügelter Stadien) und der Virusstamm eine
Rolle (NÉMETH 1986 und 1994). Ein besonders
hohes Infektionspotential besteht im Frühjahr
und im Herbst, wenn geflügelte Stadien der Blatt-
läuse nacheinander verschiedene Pflanzen aufsu-
chen (KUNZE und KRCZAL 1971). Je leichter die
räumliche Distanz zwischen Infektionsquelle,
also dem PPV-infizierten Gehölz, und den gesun-
den Pflanzen von den Vektoren überwunden
werden kann, desto höher ist die Wahrschein-
lichkeit einer Infektion. Dabei spielt nicht nur der
absolute Abstand eine Rolle. Einfluss auf die Ver-
breitungsgeschwindigkeit üben auch die Wind-
richtung und eventuell vorhandene Barrieren wie
Waldstreifen aus. Distanzen von 500m können
überwunden werden, wobei infizierte Wildgehöl-
ze wie die Schlehe (Prunus spinosa), die sich häu-
fig in die Obstanlage säumenden Hecken befin-
den, als latente Infektionsquelle wirken können
(RANKOVIC und DULIC-MARKOVIC 1992, ROY
and SMITH 1994). Die Infektion einer Junganlage
führt zu größeren Schäden, da bei älteren Bäu-
men die Virusausbreitung in der Pflanze langsa-
mer verläuft und die Infektion häufig auf einzelne
Äste beschränkt bleibt.

1.3.1.7 Virusnachweis

Der Nachweis einer Virusinfektion wird
über folgende Verfahren geführt (EPPO 2004):

1 biologische Indikatoren (Inokulation 
durch Veredlung), z. B.
– Sämlinge des Pfirsichklons GF305,
– Prunus tomentosa;

2 serologische Tests, z. B. 
– Double Antibody Sandwich ELISA 

(DAS-ELISA),

– Double Antibody Sandwich Indirect 
ELISA (DASI-ELISA),

–  Triple Antibody Sandwich (TAS),
3 molekularbiologische Tests, z. B.

– Immunocapture RT-PCR (IC-RT-
PCR),

– Cooperational amplification (Co-
PCR).

Verfahren 1 basiert auf der visuellen Bo-
nitur der Symptome, die sich auf den Indikator-
pflanzen zeigen (s. nachfolgendes Kapitel 1.3.2),
Verfahren 2 nutzt die Bindung spezifischer Anti-
körper an Epitope der Eiweißhülle, Verfahren 3
beruht auf dem Nachweis bestimmter RNA-Ab-
schnitte des viralen Genoms im Pflanzenextrakt.

1.3.1.8 Verteilung des Virus in der Pflanze

Das Scharkavirus wurde in sämtlichen
stoffwechselaktiven Geweben der Europäischen
Pflaume nachgewiesen, so in der Blattspreite,  der
Blüte, der Frucht, der Rinde und der Wurzel; al-
lerdings ist das Virus ungleich im Gehölz verteilt,
so dass beispielsweise gesunde neben infizierten
Trieben, Blättern oder Knospen vorkommen
können (ADAMS 1978, KEGLER et al. 1983, ADAMS
et al. 1999, EPPO 2004). Dies ist bei der Entnah-
me von Organteilen zur Überprüfung des Virus-
status, bei Inokulationsversuchen und bei der
Vermehrung virusinfizierter bzw. der Gewin-
nung virusfreier aus virusbefallenen Pflanzen von
Bedeutung.

Das Scharkavirus wandert nach der In-
fektion über das Blattgewebe zumindest bei jun-
gen Bäumen rasch in die Wurzel ein (ADAMS und
PATTERSON 1980). Der Virusgehalt unterliegt
jahreszeitlichen Schwankungen und ist vom Ge-
notyp der Wirtspflanze abhängig; eine positive
Korrelation zwischen Virustiter und Grad der
Anfälligkeit der entprechenden Pflanze besteht
häufig, aber nicht immer (s. S. 20) (KEGLER 1990).

Junge Bäume werden in der Regel sehr
rasch systemisch infiziert, während sich die In-
fektion bei älteren oft auf einzelne Äste be-
schränkt; dieses Phänomen ist unter dem Begriff
„Altersresistenz“ bekannt (HARTMANN 1990).
9
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1.3.2 Symptomausprägung

Der Krankheitskomplex, der sich in den
Symptomen manifestiert, die das Scharkavirus an
seinen Wirtspflanzen hervorruft, wird als Schar-
kakrankheit (Pflaumenpockenkrankheit, plum
pox disease) bezeichnet. Diese äußerlich sichtba-
ren Veränderungen nach einer Infektion werden
nachfolgend beschrieben.

1.3.2.1 Latenzzeit

Krautige Wirtspflanzen zeigen mitunter
bereits zehn Tage nach mechanischer Inokulati-
on typische Blattsymptome. Bei Gehölzen liegt
zwischen der Infektion der Pflanze und dem
Sichtbarwerden erster Symptome eine Vegetati-
onszeit von drei Wochen bis zehn Monaten
(ATANASOFF 1935, NÉMETH 1986). Diese ist, ent-
sprechend den Angaben der Autoren, abhängig

• von der Art der Inokulation, die zur In-
fektion führt (s. S. 25) (Inokulation durch
Veredlung führt als massive Inokulati-
onsmethode bereits nach drei bis vier
Wochen zu ersten Symptomen),

• vom Zeitpunkt der Infektion (Infektio-
nen im Herbst führen meist erst im näch-
sten Jahr zur Symptomausprägung),

• von der Stärke der Infektion,

• vom Virusstamm,

• vom Zustand der infizierten Pflanze (Er-
nährungszustand, einwirkender bioti-
scher und abiotischer Stress, Alter) und

• vom Genotyp der infizierten Pflanze
(Grad der Anfälligkeit, Art der Abwehr-
reaktion gegen den Virusbefall).

Vereinzelt wurden bedeutend längere La-
tenzzeiten von bis zu acht Jahren ermittelt.

1.3.2.2 Symptome

Innerhalb der Art Prunus domestica L.
gibt es Unterschiede im Erscheinungsbild der
Scharkakrankheit. Je nach Genotyp, Virusstamm,

biotischen und abiotischen Umweltbedingungen
(und damit auch je nach Standort) und Jahreszeit
können sich einzelne oder mehrere der nachfol-
gend genannten Krankheitsmerkmale zeigen
(ATANASOFF 1935, NÉMETH 1986, EPPO 2004):

• Blattspreite (s. Abb. 1.3–4): Symptome
treten zuerst an jungen, entfalteten Blät-
tern auf, anfänglich mitunter nur als un-
regelmäßig verteilte Adernaufhellungen
oder (seltener) als dunkle, eichenblattför-
mige Muster entlang primärer und se-
kundärer Blattadern. Diese Symptome
sind meist nur schwer erkennbar. Später
werden folgende, deutlicher zu erken-
nende Merkmale sichtbar: leicht hellgrü-
ne Verfärbungen bis starke Chlorosen in
Form von Ringen, Flecken oder Bände-
rungen unterschiedlicher Größe (wenige
Millimeter bis mehrere Zentimeter im
Durchmesser), Adernaufhellung oder

Abb. 1.3–4   PPV-Blattsymptome. A Genotyp ‘Hoh
5635’ (‘Elena’×‘Presenta’): scharf abgegrenzte
Chlorosen in Form von offenen und geschlosse-
nen Ringen, unregelmäßig auf der Blattspreite
verteilt. B Sorte ‘Elena’: unscharf abgegrenzte,
hellgrüne, großflächige Muster, Blattspreite leicht
gekräuselt.
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Adernvergilbung und Deformationen der
Blattspreite.  Blattsymptome treten im
späten Frühjahr vor dem Eintritt hoher
sommerlicher Temperaturen am stärk-
sten hervor, später werden sie häufig
maskiert. Bei einigen Sorten bleiben die
chlorotischen Ringe oder Flecke ganzjäh-
rig sichtbar und werden im Herbst von
bräunlichen Rändern gesäumt.

• Petalen (nur bei einigen Pfirsichsorten):
Verfärbungen, Blattadern treten rötlich
hervor.

• Früchte: An unreifen Früchten sinkt das
Fruchtfleisch an einigen Stellen leicht ein
und färbt sich dort vorzeitig blau. Bei ei-
nigen Sorten entfallen die Einsenkungen.
Mitunter entstehen mit zunehmender
Reife tiefe Gräben im Fruchtfleisch, die
Ringe, offene Ringe oder unregelmäßige
Linien bilden; das Gewebe im darunter-
liegenden Fruchtfleisch bricht zusammen
und verbräunt. Diese Vorgänge führen
zur Deformation der vereinzelt klein
bleibenden Frucht. Häufig tritt Gum-
mifluss auf. Am Stein zeigen sich mitun-
ter rötliche Ringe oder Flecke. Die Früch-
te sind geschmacklos und faserig und da-
mit ungenießbar. Viele, teilweise alle
Früchte fallen vorzeitig vom Baum. Bei
einigen Sorten treten nur leichte, rötliche
oder bläuliche Marmorierungen auf der
Epidermis der Frucht auf, die erst deut-
lich sichtbar werden, wenn die Beduftung
entfernt wird. Die Reife ist um mehrere
Tage verfrüht. Stark geschädigte Früchte
sind weder zum Frischverzehr noch zur
Verarbeitung, noch für Brennzwecke ge-
eignet.
Der Name Pflaumenpockenkrankheit
(übersetzt für das Bulgarische „Scharka“)
leitet sich von den strukturellen Verände-
rungen der Fruchtoberfläche (Einsen-
kungen, Verfurchungen) her. Der Verfas-
ser hält die Bezeichung „Pocken“ für die
Symptome für nicht korrekt, da im Deut-
schen damit Ausbuchtungen oder Erhe-
bungen aus einer regelmäßig geformten

Abb. 1.3–5   PPV-Fruchtsymptome: A Marmorie-
rungen der Frucht vor der Reife, Gummifluss. B
Marmorierungen und leichte Einsenkungen auf
der Frucht; Verfärbungen im Fruchtfleisch. C Tiefe
Verfurchungen. D Vorerntefruchtfall. (Aufnahmen
B, C und D: HARTMANN).
11



Michael Neumüller (2005)

Die Hypersensibilität der Europäischen Pflaume gegenüber PPV

12
Fläche bezeichnet werden, nicht jedoch
Einsenkungen. Auch ATANASOFF (1935)
hält die von ihm selbst 1933 eingeführte
Terminologie „Plum pox disease“ für ver-
besserungswürdig und schlägt stattdes-
sen den Namen „Mosaik of stone fruits“
vor, da scharkabedingte Verfurchungen
der Fruchtoberfläche nicht bei allen Ge-
notypen der Europäischen Pflaume und
beim Pfirsich überhaupt nicht vorkom-
men. Diese Bezeichung konnte sich aber
nicht durchsetzen.

• einjähriges Holz: Hier kommt es zu rost-
braunen Verkorkungen mit nachfolgen-
dem Aufreißen des primären Abschluss-
gewebes. Die Triebe werden brüchig, die
Bruchstellen sind ungewöhnlich glatt.
Der Anteil des Phloems im einjährigen
Spross nimmt deutlich zu, der Anteil li-
gnifizierten Xylems sinkt (BUCHTER et al.
1987).

• mehrjähriges Holz: Bei einigen Sorten
(z. B. ‘Green Gage’=‘Große Grüne Rene-
klode’, ‘Italienische Zwetsche’=‘Fellen-
berg’, ‘Dabrovice’, ‘Ortenauer’ und ‘Kir-
kespflaume’), reißt auch das zweijährige
Holz auf, die Zweige flachen ab und ent-
wickeln mitunter offene, krebsartige Stel-
len. Bei bestimmten Sorten sterben ein-
zelne Zweige von der Terminale her ab
(ZAWADZKA 1980), mitunter auch ganze
Bäume (z. B. bei den Sorten ‘Fellenberg’
und ‘Große Grüne Reneklode’); die Mor-
talitätsrate ist generell erhöht (SZIRMAI
1961).

• Wurzelsystem: Das Wurzelwachstum ist
vermindert, und die Verzweigungsdichte
der Wurzeln ist sehr hoch.

• vegetatives Wachstum: Dieses ist gering-
fügig bis stark reduziert (HAMDORF und
HEIN 1989).
Bei vielen Sorten treten Frucht- und

Blattsymptome gemeinsam auf, andere wieder-
um zeigen hauptsächlich nur Frucht- oder nur

Blattsymptome (ZAWADZKA 1980, FISCHER et al.
2002). Insbesondere für die Ausbildung der
Fruchtsymptome hat der Wasserhaushalt im
Sommer entscheidenden Einfluss; feuchte Witte-
rung verringert den Anteil geschädigter Früchte,
während Trockenstress die Ausprägung von
Fruchtschäden entscheidend begünstigt (ebda.,
HARTMANN und PETRUSCHKE 2000). Andere
Umweltfaktoren wie ein unausgeglichenes Nähr-
ionenangebot und die Belastung mit industriellen
Immissionen verstärken die Symptomausprä-
gung (VANEK et al. 1992).

1.3.3 Wirtschaftliche Schäden durch 
PPV

Die Scharkakrankheit gilt als die bedeu-
tendste Virose laubabwerfender Obstgehölze
(NÉMETH 1986). Sie verursacht auf betriebs- und
volkswirtschaftlicher Ebene beträchtlichen Scha-
den. Bereits ATANASOFF (1935) erkannte das
Schadpotenzial des Virus.

Abb. 1.3–6   Auswirkungen der Scharkavirose auf
einjährige Triebe (Bruchtest). A PPV-infizierter ein-
jähriger Trieb: sehr glatte Bruchstelle. B Einjähri-
ger Trieb eines gesundes Baumes: Bruchstelle fa-
sert aus. (Aufnahmen: HARTMANN)
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1.3.3.1 Auswirkungen von Scharkabefall auf 
die Wirtschaftlichkeit der Obstanlage

Die Wirtschaftlichkeit einer Obstanlage
hängt neben den Investitionskosten und dem
Vermarktungspreis für die erzeugte Ware vor al-
lem davon ab, wie hoch der Flächenertrag an ver-
marktungsfähigen Früchten und der erforderli-
che Arbeitsaufwand pro Flächeneinheit sind.

Eine Infektion mit dem Scharkavirus
zieht folgende Konsequenzen nach sich:

1 Die Blattnettophotosyntheserate scharka-
kranker Bäume ist in Blättern mit Schar-
kasymptomen um bis zu 40% reduziert,
wie ZHANG et al. (2000) für Pfirsich und
Aprikose zeigten. Dies kann zwei Ursa-
chen haben: Zum einen nimmt die Men-
ge photosynthetisch aktiver Pigmente pro
Blattflächeneinheit mit zunehmender
Ausprägung der Blattsymptome (Chloro-
sen) ab, zum anderen stehen dem Baum
durch die virusbedingte Umstellung des
zellulären Stoffwechsels (Virusreplikati-
on, Virusausbreitung, Einleitung von Ab-
wehrmechanismen) weniger Kohlenhy-

drate für das eigene Wachstum zur Ver-
fügung.

2 Infolgedessen nehmen die Wuchsleistung
des Baumes und die äußere wie innere
Qualität der Früchte ab. Die Zunahme
des Stammdurchmessers als Maß für die
vegetative Leistung war bei scharkakran-
ken Bäumen um bis zu 38% reduziert
(NÉMETH 1994).  JORDOVIC und JANDA
(in NÉMETH 1994) berichten von einer
Abnahme der Einzelfruchtmasse nach
Scharkabefall um 21 bis 34% und von ei-
ner Reduktion des Zuckergehaltes um bis
zu 2,1 Prozentpunkte bei einem gleich-
zeitigen leichten Antieg des Gehaltes an
organischen Säuren um 0,14 Prozent-
punkte. ZAWADZKA (1965) und PIELKA et
al. (1971) kommen zu ähnlichen Ergeb-
nissen. In Bulgarien wurde bei sehr anfäl-
ligen Lokalsorten ein Vorerntefruchtfall
von 95 bis 100% beobachtet. Auch bei
der in Deutschland meistverbreiteten
Sorte ‘Hauszwetsche’ kann dies der Fall
sein (NÉMETH 1986).

Abb. 1.3–7   Auswirkungen von Scharkabefall auf wichtige Parameter einer Steinobstanlage. Einige wichti-
ge Einflussfaktoren sind angegeben.
13
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3 Durch die Verfurchungen und starken
Verfärbungen sind die meisten der am
Baum verbleibenden Früchte empfindli-
cher Sorten nicht mehr vermarktungsfä-
hig. Das Aussortieren symptomtragender
Früchte erfordert einen hohen Arbeits-
aufwand. 

4 Durch die sinkende Vitalität der Bäume
nimmt die Zahl der Baumausfälle zu. Da-
mit sinkt die Flächenproduktivität.

5 Die Ausbreitungsgeschwindigkeit in der
Anlage ist sehr hoch; innerhalb weniger
Jahre können sämtliche Bäume befallen
sein (s. Kapitel 1.3.1.6 „Übertragung und
Verbreitung“ auf S. 8).

6 Bei Mischinfektionen mit anderen Viren
(z. B. Prune dwarf virus (PDV) und Pru-
nus necrotic ringspot virus (PNRSV)) ver-
stärkt sich die Symptomausprägung, die
Mortalitätsrate der Bäume steigt (NÉME-
TH 1994).

In Abb. 1.3–7 sind die Auswirkungen von
Scharkabefall auf eine Obstanlage zusammenfas-
send dargestellt. Befallene Anlagen können kaum
gewinnbringend geführt werden.

1.3.3.2 Geographische Verbreitung der 
Scharkakrankheit

Ausgehend von Bulgarien verbreitete sich
das Scharkavirus zwischen 1920 und 1950 über
gesamt Südosteuropa.

In Deutschland wurde sie erstmals 1956
in der Nähe von Worms gefunden. Von dort aus
verbreitete sie sich wahrscheinlich über infizierte
Wurzelausläufer, die zur versuchsweisen Ver-
mehrung verwendet wurden, in Baumschulen,
griff dort auf die Unterlage ‘Brompton’ über und
wurde mit ihr, da sie kaum Blattsymptome zeigt,
zwischen 1950 und 1970 in die Hauptanbauge-
biete der Zwetsche verschleppt (SCHUCH 1957,
KUNZE 1981). Die Rodung infizierter Bäume setz-
te vielerorts zu spät und schleppend ein. Oft wur-
den die Scharkasymptome auch nicht erkannt.

Mittlerweile ist die Krankheit in ganz Eu-
ropa verbreitet, auch in Skandinavien ist sie ver-
treten (EPPO 2003, BLYSTAD et al. 2004). Seit

2004 ist in mehreren Kantonen der Schweiz, die
trotz älterer Berichte über das Auftreten der
Krankheit bislang als befallsfrei eingestuft wurde,
Scharkabefall zu vermelden (HÖHN et al. 2005).
In den zurückliegenden Jahren griff die Krank-
heit auf andere Kontinente über: Sie ist in Süd-
(Chile) und Nordamerika (Kanada, USA [Penn-
sylvania]), Asien (Türkei, Russland, Georgien,
Aserbaidschan, Indien) und Afrika  (Ägypten)
nachgewiesen (EPPO 2003) (s. Abb. 1.3–8). In
jüngster Zeit wurde zudem PPV-Befall in China
bestätigt (NAVRATIL und SAFAROVA 2005).

Heute tritt die Virose in Deutschland in
allen Hauptanbaugebieten der Europäischen
Pflaume auf (ROY und SMITH 1994, HARTMANN
1994). Insbesondere in den Produktionszentren
entlang des Rheins (Breisgau, Ortenau, Pfalz,
Rheinhessen) und des Mains (Unterfranken
(RIEHL 2005)), die den Hauptanteil der deutschen
Produktion erzeugen, ist die Verbreitung flä-
chendeckend. Dort entstehen aufgrund der trok-
ken-warmen Sommerwitterung auch die höch-
sten Schäden. Im Norden Deutschlands mit küh-
leren und feuchteren Sommern sind die
Auswirkungen der Scharkakrankheit geringer.
Im Umland von Berlin und Dresden konnte
ebenfalls eine weite Verbreitung des Scharkavirus
gezeigt werden (FISCHER et al. 2002, REBENSTORF
und BÜTTNER 2004). Sowohl PPV-M, PPV-D als
auch PPV-Rec wurden in Deutschland nachge-
wiesen (KRCZAL und AVENARIUS 1994, JARAUSCH
et al. 2004, GLASA et al. 2004).

Viele Länder versuchen, die Ausbreitung
des Scharkavirus durch Rodungsmaßnahmen zu
verhindern (NÉMETH 1986, ROY und SMITH
1994). So wurde beispielsweise in Frankreich im
Jahr 1992 nach dem lokalen Ausbruch einer
Scharkaepidemie allein in einer Anbauregion
eine Fläche von 500ha Pfirsichen gerodet, nach-
dem bereits im Vorjahr 27000 Bäume vernichtet
worden waren. In Spanien wurden zwischen 1988
und 1993 560000 Aprikosen- und Pflaumenbäu-
me gerodet, wodurch Kosten von drei Millionen
Euro entstanden. Allein in der Region Valencia
entstand in dieser Zeit durch die niedrigere Pro-
duktivität ein Schaden von 18 Millionen Euro. In
Bulgarien verursachte die Krankheit bis in die
1980er Jahre jährliche Verluste von 60000t Pflau-
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menfrischware. Die Anbaufläche der Europäi-
schen Pflaume in diesem Land sank scharkabe-
dingt von 32700ha Anfang der 1970er Jahre auf
17700ha Ende der 1980er Jahre, die Produktion
ging von 249000t auf 124000t zurück (DJOUVI-
NOV und VITANOVA 2000). Bedingt durch eine
Infektionsrate von 58% aller Bäume der Europäi-
schen Pflaume lag in den Ländern des ehemaligen
jugoslawischen Bundesstaates der Durchschnitts-
ertrag pro Baum im Jahr 1993 bei nur 8kg (RAN-
KOVIC et al. 1995). Quarantänemaßnahmen wie
die Rodung sind ein wirksames Instrument, um
die Ausbreitung der Scharkakrankheit in bislang
befallsfreie Gebiete zu verzögern. In Befallszen-
tren ist eine Ausrottung des Scharkavirus nicht
mehr möglich. Hauptursache für die großräumi-
ge Verbreitung ist der gebietsübergreifende Han-
del mit Pflanzmaterial, wodurch virusbefallene
Edelreiser, Unterlagen oder Bäume in bislang be-
fallsfreie Gebiete gelangen (NÉMETH 1986 und
1994, ROY und SMITH 1994).

Das Ausmaß der Verbreitung, die aus
epidemiologischer Sicht als hoch einzuschätzen-
de Verbreitungsgeschwindigkeit und die Schä-
den, die sie hervorruft, machen sie Scharkakrank-
heit zur bedeutendsten Virose des Steinobstes
weltweit (NÉMETH 1986).

1.3.3.3 Bekämpfung der Scharkavirose

Aus den vorstehend gegebenen Erläute-
rungen über die Scharkakrankheit sind Ansatz-
punkte für eine Bekämpfung der Virose ersicht-
lich. Viele der nachfolgend zusammengetragenen
Elemente einer erfolgversprechenden Bekämp-
fungsstrategie wurden bereits von ATANASOFF
(1933) erkannt. Da eine Gesundung erkrankter
Pflanzen nicht möglich ist, konzentrieren sich die
zu treffenden Maßnahmen auf die Verhinderung
von Infektionen und die Minimierung wirt-
schaftlicher Schäden nach Infektionen (KUNZE
1981 und 1986, NÉMETH 1986 und HARTMANN
1990):

• Blattläuse als Vektoren der Scharkavirose
müssen bereits bei schwachem Befall
frühzeitig bekämpft werden. Dabei ist be-
sonderes Augenmerk auf die Hauptbe-
fallszeiträume im Frühjahr und Spätsom-
mer/Herbst zu richten.

• Die Baumbestände und benachbarte
Wirtspflanzen sind regelmäßig auf Symp-
tome der Scharkavirose zu kontrollieren,
befallene Gehölze sind unverzüglich zu
roden; Neuaustriebe aus dem Wurzel-

Abb. 1.3–8   Weltweite Verbreitung des Scharkavirus (Cartes de répartition géographique des organismes
de quarantaine pour l'Europe: Plum pox virus) (aus EPPO 2003)
15
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stock und die Bildung von Wurzelschos-
sern sind zu unterbinden. In Gebieten
mit sehr starkem Befall ist eine Rodung
nur in den ersten Standjahren der Anlage
sinnvoll.

• Für Neuanpflanzungen sind virusfreie
Pflanzen zu verwenden. Dies setzt die
Verwendung scharkavirusfreier Edelrei-
ser und Unterlagen und eine angemesse-
ne Kulturführung in der Baumschule
voraus.

• Bei der Erstellung von Anlagen in Be-
fallsgebieten sind ausreichende Abstände
zu infizierten Beständen einzuhalten, so
dass die Ausbreitung von Vektoren von
befallenen Pflanzen in die zu schützende
Anlage sehr unwahrscheinlich ist.

• Um die wirtschaftlichen Schäden von In-
fektionen zu minimieren, die trotz der

genannten Vorsichtsmaßnahmen auftre-
ten, sind scharkatolerante Sorten zu ver-
wenden. Stresseinwirkungen auf die
Pflanzen sind zu minimieren; je besser
die Nährionen- und Wasserversorgung
den Bedürfnissen der Pflanzen angepasst
ist, desto schwächer prägen sich die
Symptome der Krankheit aus. Entspre-
chendes gilt für die Kontrolle der ande-
ren abiotischen und für die biotischen
Umweltfaktoren.

• Der Anbau hypersensibler Genotypen,
die in der Lage sind, eingedrungene
Scharkaviren zu isolieren, ermöglicht die
wirtschaftliche Produktion in Scharkabe-
fallsgebieten und verhindert die Ausbrei-
tung der Virose über latent infiziertes
Vermehrungs- und Pflanzmaterial.
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1.4 Bisherige Bemühungen zur Züchtung scharkaresistenter Sorten

Der Begriff Scharkaresistenz ist in den zu-
rückliegenden Jahrzehnten von verschiedenen
Autoren äußerst unterschiedlich gebraucht wor-
den. Entsprechend widersprüchlich sind Aussa-
gen zum Resistenzgrad einzelner Sorten.

Mitte des 20. Jahrhunderts wurde die
Scharkavirose zum Gegenstand intensiver For-
schung. Das Wissen über pflanzliche Resistenz-
mechanismen hat sich seitdem vervielfacht. Es
hat jedoch bis in neuere Zeit nicht oder nur teil-
weise Eingang in die züchterische Bewältigung
der Scharkaproblematik gefunden. Deshalb ist es
an dieser Stelle notwendig, die in den vergangen-
gen Jahrzehnten hinzugewonnenen Erkenntnisse
über die pflanzliche Virusabwehr mit den Ergeb-
nissen der Scharkaresistenzzüchtung synoptisch
zu verbinden.

Die Aspekte, die das Virus betreffen, sind
im vorangegangenen Unterkapitel dargestellt.
Nachfolgend sollen der Begriff „Resistenz“ defi-
niert und Vorstellungen über Resistenzmecha-
nismen vorgestellt werden. Dabei wird stets Be-
zug auf die Situation bei der Interaktion PPV/
Prunus domestica genommen. Besonders wichtig
erscheint es in diesem Zusammenhang, Metho-
den für die Prüfung von Resistenzeigenschaften
detailliert darzulegen. Dies ist die Voraussetzung
dafür, die in der Literatur dargestellten Ergebnis-
se zu interpretieren und für die Züchtung nutzbar
zu machen. Auf dieser Basis werden im weiteren
Verlauf die bisherigen Bemühungen der Scharka-
resistenzzüchtung beurteilt.

Die nachfolgenden Überlegungen schaf-
fen die Grundlage dafür, die Bedeutung der Hy-
persensibilität der Europäischen Pflaume gegen-
über dem Scharkavirus darzulegen und einzu-
schätzen. Der Hypersensibilität ist ab S. 32 ein
eigenes Unterkapitel gewidmet.

1.4.1 Zur Bedeutung des Begriffs
„Resistenz“

Die Verwendung des Begriffes „Resi-
stenz“ gegen Phytopathogene ist in der Literatur
uneinheitlich. Dies rührt nach Auffassung von

COOPER und JONES (1983) daher, dass Phytopa-
thologen und Pflanzenzüchter pflanzliche Er-
krankungen von verschiedenen Blickwinkeln aus
betrachten: Bei Ersteren steht das Phytopathogen
im Mittelpunkt des Interesses, bei Letztgenann-
ten die Pflanze mit den als schädigend eingestuf-
ten Symptomen, die als Reaktion auf den Patho-
genbefall entstehen. Zudem können sich je nach-
dem, ob das Pathogen extra- oder intrazellulär
die Pflanze befällt, Unterschiede im Sprachge-
brauch zu der Beschreibung der Wirt-Pathogen-
Interaktion ergeben.

COOPER und JONES (1983) schlagen eine
weithin akzeptierte Definition des Resistenzbe-
griffs vor. Nachfolgend soll dieses System der
Terminologie erläutert und ergänzt werden:

1 Zunächst wird die Antwort der Pflanze
auf das Zusammentreffen mit dem Pa-
thogen (im vorliegendem Fall dem Virus)
betrachtet. Es gibt nur zwei Möglichkei-
ten: Entweder kann die Pflanze infiziert
werden oder nicht. Unter Infektion ist
nach FRÖHLICH (1991) der „Kontakt und
das Eindringen von Parasiten oder Pa-
thogenen [...] in einen Wirt und [die] Er-
richtung eines stabilen, permanenten
oder temporären parasitischen Verhält-
nisses“ zu verstehen. Im Fall der Inokula-
tion mit Viren bedeutet sie nach COOPER
und JONES in Übereinstimmung mit der
von FRÖHLICH gegebenen Definition,
dass Viren in eine Zelle eintreten, in der
ihre Nucleinsäure nachfolgend repliziert
wird. In diesem Fall ist die Pflanze infi-
zierbar (engl.: infectible), ansonsten im-
mun (engl.: immune). Bei Immunität
kommt es also zu keiner wesentlichen In-
teraktion zwischen Pathogen und Pflan-
ze, die damit als Nicht-Wirt bezeichnet
werden kann. Eine Pflanze ist immun ge-
gen die meisten der existierenden pflanz-
lichen Schaderreger, nur wenige sind in
der Lage, sie zu infizieren (KLUGE 1995).
Das bedeutet auch, dass es seitens der
Pflanze keines besonderen Stoffwech-
selaufwandes zur Abwehr des Pathogens
17
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nach der Inokulation bedarf, wenn Im-
munität vorliegt.

Wesentlich ist, dass das bei einer Infekti-
on aufgebaute parasitische Verhältnis
auch nur temporär sein kann. Damit gilt
eine Pflanze als infizierbar auch dann,
wenn der inokulierte Schaderreger in ihr
seinen Reproduktionszyklus nicht voll-
ständig abschließen kann oder die Aus-
breitung in benachbarte Zellen nicht
möglich ist und die inokulierte Zelle ab-
stirbt.

2 Ist eine Pflanze infizierbar, so kann sich
das Pathogen in ihr vermehren. Dabei
treten jedoch in Abhängigkeit vom Ge-
notyp der Wirtspflanze deutliche Unter-
schiede auf: In manchen Genotypen
kann es sich auf große Gewebebereiche
ausbreiten, sich dort in hoher Individu-
endichte ansiedeln und stark vermehren.
Diese Genotypen sind als anfällig (engl.:
susceptible) zu bezeichnen. Im Gegensatz
dazu gibt es Genotypen der gleichen Art,
die die „Entwicklung eines bestimmten
Pathogens behindern“ und als resistent
(gleichlautend im Englischen) bezeichnet
werden. Diese Definition der FEDERATI-
ON OF BRITISH PLANT PATHOLOGISTS aus
dem Jahr 1973 legt eindeutig fest, dass als
Unterscheidungskriterium zwischen an-
fällig und resistent das Verhalten des Pa-
thogens im Wirt und nicht die Ausprä-
gung des Krankheitsbildes, wie dies die
BRITISH MYCOLOGICAL SOCIETY im Jahr
1950 noch vorschlug, herangezogen wird.
In resistenten Pflanzen ist demnach

(a) entweder die Vermehrung des 
Pathogens in der Pflanze stark 
vermindert

(b) oder dessen Ausbreitung inner-
halb der Pflanze beschränkt,

(c) oder es liegt eine Kombination
der unter (a) und (b) genannten
Möglichkeiten vor.

Anfälligkeit und Resistenz sind die An-
fangs- und Endpunkte einer Skala, mit
der das Verhalten des Pathogens in der

Pflanze beschrieben wird. Es gibt also
Übergangsformen, die die Grenzziehung
nicht immer leicht machen.

Hinsichtlich detaillierterer Informatio-
nen zu Ausprägungsformen der Resistenz
sei auf Kapitel 1.4.2 „Formen der Virusre-
sistenz“ auf S. 20 verwiesen.

3 Das typische Symptom oder Syndrom,
das ein Pathogen hervorruft, ist Aus-
druck der Antwort der Pflanze auf den
Pathogenbefall. Genotypen, die typische
Symptome ausprägen, sind als empfind-
lich oder sensibel (engl.: sensitive), sol-
che, die nur schwache oder – trotz Befalls
mit dem Pathogen – keine Symptome
ausbilden, als tolerant (gleichlautend im
Englischen) zu bezeichnen. Tolerante
Genotypen zeigen also kaum einen oder
keinen sichtbaren Effekt auf die Infektion
mit dem Pathogen. Dies kann Folge einer
Resistenz sein; dennoch gibt es beispiels-
weise bei der Europäischen Pflaume Sor-
ten, die einen hohen Scharkavirusgehalt
aufweisen und demnach anfällig sind,
aber kaum Symptome ausprägen. Umge-
kehrt sind Sorten bekannt, die bei gerin-
gem Virusgehalt starke Scharkasympto-
me zeigen (KEGLER 1990). Dies ver-
deutlicht, dass eine Unterscheidung
zwischen dem Verhalten des Virus in der
Pflanze nach der Infektion und dem Ver-
halten der Pflanze auf den Pathogenbefall
zur wissenschaftlichen Beschreibung der
pflanzlichen Pathogenabwehr unabding-
bar ist.

Wie beim Begriffspaar „anfällig – resi-
stent“ bezeichnen auch die Begriffe
„empfindlich/sensibel“ und „tolerant“
zwei extreme Ausprägungsformen mit
fließenden Übergängen. Welche Genoty-
pen unter bestimmten Umweltbedingun-
gen als sensibel und welche als tolerant
einzustufen sind, hängt ab

(a) vom betrachteten Symptom und
(b) von der Beurteilung der Symp-

tomausprägungen.
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Aus obstbaulicher Sicht interessieren in
Bezug auf die Scharkakrankheit primär
die Fruchtsymptome. Deren Stärke ist
aber nicht zwangsläufig mit der Intensität
der Blattsymptome korreliert: Die Sorten
‘Königin des Balkans’ und ‘Stanley’ bei-
spielsweise zeigen bei PPV-Befall keine
Schäden an der Frucht, wohl aber Symp-
tome am Blatt bei gleichzeitig hohem Vi-
rustiter (BIVOL et al. 1988, KEGLER 1990).
Sie sind also aus obstbaulicher Sicht als
tolerant einzustufen. (Keineswegs aber
sind sie resistent, da der Virusgehalt in
der Blattspreite ähnlich hoch ist wie in
anfälligen Sorten.) Werden die Blatt-
symptome zum Maßstab genommen, ist
‘Stanley’ als schwach empfindlich zu be-
zeichnen.

Auch die Stärke der ausgeprägten Symp-
tome spielt eine Rolle. Können schwache
Verfärbungen auf den Früchten als PPV-
Symptome akzeptiert werden, so sind
Verfurchungen auf der Fruchtoberfläche
aus obstbaulicher Sicht nicht mehr hin-
nehmbar; eine derartig reagierende Sorte
ist als empfindlich einzustufen.

Da die Beschreibung der Reaktion der
Pflanze auf den Virusbefall – wie soeben
aufgezeigt – vom betrachteten Symptom
abhängt, schlägt der Verfasser die Ver-

wendung der Bezeichnungen „fruchttole-
rant“ und „blatttolerant“ vor. Damit ist
eine eindeutige Charakterisierung eines
Genotyps hinsichtlich seiner Reaktion
auf den Befall mit – im vorliegendem Fall
– PPV möglich. Antonyme sind die Be-
griffe „fruchtempfindlich/fruchtsensibel“
bzw. „blattempfindlich/blattsensibel“.
Beispiele für fruchttolerante, blattsensible
Sorten der Europäischen Pflaume sind
‘Stanley’ und ‘Katinka’, wobei letztere
deutlich stärkere Blattsymptome zeigt als
die erstgenannte Sorte. KEGLER et al.
(1993) schlagen zudem den Begriff „Lei-
stungstoleranz“ als landwirtschaftlich
wichtige Kenngröße vor. Darunter ist die
Fähigkeit einer Pflanze zu verstehen, in
der Ertragsleistung trotz Pathogenbefalls
nur geringfügig nachzulassen.

In der Virologie finden die genannten
Definitionen für die Beschreibung von Resistenz-
erscheinungen sicherlich die besten Entspre-
chungen; beispielsweise ist hier die Symptomaus-
prägung in vielen Fällen tatsächlich unabhängig
von der Höhe des Virusgehalts (FRASER 1985a).
Bei Wirt-Parasit-Beziehungen zwischen Pflanzen
und Pilzen ist das Schadbild dagegen zumeist
strenger mit der Dichte der Besiedelung mit dem
Pathogen korrelliert, so dass die Vermischung
der Ebenen Anfälligkeit/Resistenz und Empfind-

Abb. 1.4–1   Begriffe zur Charakterisierung der Interaktionen zwischen Pflanzen und phytopathogenen Vi-
ren (nach COOPER und JONES 1983 und FRASER 1985a, verändert).
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lichkeit/Toleranz im Sprachgebrauch nachvoll-
zogen, aber nicht akzeptiert werden kann. Tref-
fend kann Resistenz mit Widerstandskraft der
Pflanze gegenüber dem Virus, Toleranz mit Vi-
rusverträglichkeit der Pflanze umschrieben wer-
den (KUNZE 1986).

Dass Resistenzgrad, gemessen an der Vi-
ruskonzentration in der Pflanze, und Toleranz-
grad, gemessen an der Stärke der Symptomaus-
prägung, nicht korreliert sein müssen, zeigen Bei-
spiele bei der Europäischen Pflaume: Manche
Sorten wie ‘President’ und ‘Ruth Gerstetter’ zei-
gen kaum Blatt- und Fruchtsymptome, weisen
aber hohe Scharkaviruskonzentrationen auf
(KEGLER 1990). Sie sind also als anfällig und zu-
gleich tolerant zu bezeichnen. Sie setzen dem Vi-
rus wenig Widerstand entgegen, da seine Repli-
kation und Ausbreitung nicht behindert wird,
sind aber zugleich virusverträglich. Andererseits
gibt es Sorten wie ‘Kirke’, in denen die Scharkavi-
ruskonzentration niedrig bleibt, die aber deutli-
che Blattsymptome ausprägen (ebda.); sie sind
also resistent, aber empfindlich.

Die Schadwirkungen eines Pathogens auf
eine bestimmte Pflanzenart hängen unter gegebe-
nen Umweltbedingungen nicht nur von deren
Resistenzverhalten, sondern in entscheidendem
Maße auch vom Pathogenstamm ab, von dem die
Pflanze befallen wird (s. Kapitel 1.3.1.4 „Virus-
stämme“ auf S. 6). Deshalb ist es notwendig, auch
die Eigenschaften eines bestimmten Pathogens
zu beschreiben. Dabei sind wiederum klar defi-
nierte Begrifflichkeiten notwendig (nach FRASER
1985a):

1 Zunächst wird die Fähigkeit des Patho-
gens betrachtet, einen Wirt zu infizieren.
Ist dies möglich, ist der Schaderreger
bzw. der -stamm ein Pathogen (gleichlau-
tend im Englischen), ansonsten ein
Nichtpathogen (engl. non-pathogen).

2 Ist der Pathogenstamm in der Lage, sich
im Wirt ungehindert zu reproduzieren
und zu verbreiten, ist er als virulent, ist
die Reproduktion und/oder Verbreitung
behindert, als avirulent (jeweils gleich-
lautend im Englischen) zu bezeichnen.

3 Ruft ein Pathogenstamm starke Symp-
tome an der Wirtspflanze hervor, nennt
man ihn aggressiv (engl. aggressive), an-
sonsten mild (gleichlautend im Engli-
schen).

Wie ersichtlich ist, werden zur Beschrei-
bung des Pathogens die gleichen messba-
ren Kriterien wie zur Beschreibung der
Pflanze in Bezug auf den Pathogenbefall
zu Grunde gelegt, nämlich das Verhalten
des Virus in der Pflanze und das Verhal-
ten derselben auf den Virusbefall. Ähn-
lich wie bei der Unterscheidung zwischen
Resistenz und Toleranz ist auch die Ab-
grenzung von Virulenz zu Aggressivität
nur aufgrund der an der Pflanze
beobachtbaren und messbaren Paramter
„Pathogenreproduktion und -vermeh-
rung“ und „Symptomausprägung“ mög-
lich. Auch hier besteht in vielen Wirt-Pa-
rasit-Interaktionen eine positive Korrela-
tion, die als solche jedoch nicht vorausge-
setzt werden kann.

Beim Scharkavirus beispielsweise ist
PPV-M als virulenter als PPV-D einzu-
stufen, da sich erstgenannter Stamm zu-
meist schneller verbreitet (s. Kapitel
1.3.1.4 „Virusstämme“ auf S. 6). 

In Abb. 1.4–1 auf S. 19 sind die Begriffe,
die zur Charakterisierung von pflanzlichen Ge-
notyopen und Isolaten phytopathogener Viren
erforderlich sind, in einer Übersicht dargestellt.

1.4.2 Formen der Virusresistenz

Während des gesamten Reproduktions-
und Verbreitungszyklus eines Virus in der Pflan-
ze können seitens des Wirtes Mechanismen wirk-
sam werden, die diesen Zyklus stören oder unter-
binden. Nachfolgend soll ein kurzer Aufriss über
die möglichen Ansatzpunkte pflanzlicher Virus-
resistenz gegeben werden (FRASER 1990) (s. Abb.
1.4–2):
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• Resistenz gegenüber der Virusübertra-
gung
Diese liegt beispielsweise vor, wenn die
Pflanze nicht von den natürlichen Vekto-
ren des Virus befallen wird. Sie ist dann
zwar prinzipiell Wirtspflanze, wird aber
nur nach künstlicher Inokulation erkran-
ken. Bereits ATANASOFF (1935) berichtet
davon, dass Aprikosen in Bulgarien
scharkafrei bleiben, weil sie vom Haupt-
vektor der Virose nicht befallen werden.
In der Regel reicht Vektorresistenz aber
nicht aus, um Befall mit PPV zu verhin-
dern. Bei der Europäischen Pflaume ist
Vekorresistenz einzelner Genotypen –

anders als beim Pfirsich (DOSBA et al.
1987) – nicht nachgewiesen (RÜHL 1994).

• Resistenz durch Behinderung der Ex-
pression und/oder Replikation des vira-
len Genoms
Für die Expression und Replikation sei-
nes Genoms ist das Virus auf Stoffwech-
selprodukte wie Nucleotidtriphosphate,
Aminosäuren und Proteine sowie Zellor-
ganellen (z. B. Ribosomen) der Pflanze
angewiesen. Gibt es seitens der Pflanze
einen Mechanismus, der die Nutzung ei-
ner dieser Komponenten durch das Virus
verhindert, ist der Replikationszyklus un-
terbrochen.

Abb. 1.4–2   Ansatzpunkte pflanzlicher Resistenzmechanismen im schematisch dargestellten Zyklus vira-
ler Infektion und Multiplikation. 1 · Vektorresistenz. 2 · Behinderung der Expression und Replikation des vi-
ralen Genoms. 3+4 · Resistenz durch pflanzliche Inhibitoren. 5 · Resistenz als „Fehlen von Anfälligkeit“ (für
die virale Multiplikation notwendige pflanzliche Genprodukte werden nicht zur Verfügung gestellt). 6 · Be-
hinderung der Ausbreitung von Zelle zu Zelle. 7 · Behinderung der systemischen Ausbreitung des Virus in
der Pflanze. 8 · Behinderung der Symptomausprägung („Toleranz“). 9 · Behinderung der Ausbreitung des Vi-
rus über Pollen oder Samen. (nach FRASER 1990, mit freundlicher Genehmigung von Springer Science und
Business Media)
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• Resistenz durch Inhibitoren
Resistenz durch Inhibitoren liegt vor,
wenn die Pflanze Faktoren ausprägt, die
die Virusreplikation oder -ausbreitung
behindern. Dazu gehört beispielsweise
das „gene silencing“, bei dem die Pflan-
zenzelle RNA erkennt, die in (zu) großen
Mengen in der Zelle produziert wird, und
durch die Synthese von Ribonucleotidoli-
gomeren, die komplementär an Ab-
schnitte der überzähligen RNA binden,
für den Abbau durch zelleigene RNasen
markiert (s. Kapitel 1.4.3.1 „Posttrans-
scriptional gene silencing“ auf S. 23).

• Resistenz als „Fehlen von Anfälligkeit“
Sie liegt vor, wenn für die virale Multipli-
kation oder Verbreitung notwendige
pflanzliche Genprodukte nicht vorhan-
den sind.

• Behinderung des Zell-zu-Zell-Trans-
ports der Viren
Das virale Genom gelangt in der Regel als
Nucleinsäure-Protein-Komplex durch
plasmodesmatische Verbindungen sym-
plastisch in benachbarte Zellen. Teilweise
sind für diesen Transport spezielle Pro-
teine, teilweise das Hüllprotein des Virus
erforderlich (s. Kapitel 1.3.1.3 „Genom
und Genprodukte“ auf S. 4). Die Ausbrei-
tung durch Plasmodesmata kann von der
Pflanze beispielsweise durch deren Ver-
engung oder Verschluss mit Callose ver-
hindert werden. Auch die hypersensible
Reaktion kann die lokale Verbreitung des
Virus im Gewebeverband unterbinden (s.
Kapitel 1.5.1 „Die pflanzliche Hypersen-
sibilitätsreaktion“ auf S. 32).

• Behinderung der systemischen Aus-
breitung des Virus
Für den Langstreckentransport in der
Pflanze sind Viren auf den Transport im
Phloem angewiesen. Für den viralen Ein-
tritt in das und den Austritt aus dem
Phloem müssen Barrieren bei den hoch-
selektiven pflanzlichen Be- und Entla-
dungvorgängen überwunden werden.
Die Mechanismen viralen Langstrecken-

transports unterscheiden sich deshalb
zumeist von denjenigen der lokalen Aus-
breitung (KOBORI et al. 2000).

• Behinderung der Symptomausprägung
Bestimmte Pflanzen sind in der Lage, die
Ausprägung der  typischen Krankheits-
symptome zu unterbinden. Diese Fähig-
keit wird als Resistenz der Symptomaus-
prägung bezeichnet. Derartige Genoty-
pen sind als tolerant einzustufen.

• Verhinderung der Übertragung von Vi-
ren durch Pollen und/oder Samen
Viele Viren werden über Pollen auf ande-
re Pflanzen übertragen oder dringen in
die sich entwickelnden Embryonen ein,
so dass die sich daraus entwickelnden
Nachkommen virusinfiziert sein können.
Pflanzen können Mechanismen gegen
diese Übertragungswege entwickeln.

Resistenzen können außer nach dem Ort
im viralen Replikationszyklus, an dem sie wirk-
sam werden, auch nach anderen Gesichtspunk-
ten unterteilt werden:

• präformierte und induzierte Resistenz
Sind die Resistenzmechanismen gegen
das Virus bereits voll ausgeprägt, bevor
die Infektion mit dem Virus erfolgt,
spricht man von präformierter oder kon-
stitutiver Resistenz. Beispiele hierfür sind
die Vektorresistenz oder die Resistenz
durch Vermeidung von Anfälligkeit.
Werden Resistenzmechanismen erst aus-
geprägt, nachdem die Infektion stattge-
funden hat, so werden diese unter der
Bezeichung induzierte Resistenz subsu-
miert. Dazu zählt die erworbene Resi-
stenz, bei der die Pflanze nach dem Kon-
takt mit dem Erreger ein chemisches Si-
gnal (oft Salicylsäure, Jasmonsäure,
Ethen und pathogenesis related proteins
(PR-Proteine)) generiert, das in von der
Infektionsstelle entferntere Gewebeberei-
che transportiert wird und dort Reaktio-
nen auslöst, die auf eine Verhinderung
der Virusausbreitung  in diese Regionen
abzielen. Dieses Signal kann entweder lo-
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kal in die Gewebebereiche, die die Infek-
tionsstelle unmittelbar umgeben, oder bis
in weit von der Infektionsstelle entfernte
Bereiche der Pflanze transportiert wer-
den. Letztere Form wird als systemische,
erworbene Resistenz (systemic aquired re-
sistance (SAR)) bezeichnet. Vorausset-
zung für induzierte Resistenz ist die Er-
kennung des Virus durch die Zelle (s. Ka-
pitel 1.5.1.3 „Auslösung der HR und
genetische Grundlagen“ auf S. 35) (HULL
2002).

• qualitative und quantitative Resistenz
KEGLER et al. (1993) entwerfen – basie-
rend auf der phänotypisch erfassbaren
Art der Ausprägung einer Virusresistenz
in einer Pflanzenart – das Modell der
quantitativen und qualitativen Resistenz.
Die qualitative oder Lokalisierungsresi-
stenz ist phänotypisch durch eine Ja-
Nein-Reaktion gekennzeichnet, d. h. ent-
weder erkrankt die infizierbare Pflanze
nach Virusbefall und zeigt typische
Symptome, oder sie erkrankt nicht; dann
ist es der Pflanze möglich gewesen, die
Ausbreitung des Erregers auf nur wenige
Zellen zu beschränken. Als Beispiele
nennt er die extreme Resistenz und die
Hypersensibilitätsresistenz. Bei extremer
Resistenz ist nach Inokulation mit dem
Virus keine phänotypische Veränderung
feststellbar.

Die quantitative Resistenz manifestiert
sich in der unterschiedlichen Symp-
tomausprägung von Genotypen einer Art
gegenüber einem Virus. Es gibt Über-
gangsformen zwischen leichten und
schweren Krankheitssymptomen und da-
mit ein breites Spektrum zwischen Sensi-
bilität und Toleranz. Kennzeichen ist die
fehlende Lokalisierung des Erregers, er
kann sich also systemisch in der Pflanze
ausbreiten. Unterschiede gibt es aber in
der Viruskonzentration. Viruskonzentra-
tion und Symptomausprägung sind
hochgradig umweltabhängig (KEGLER
1992 und KEGLER et al. 1993). Quantitati-
ve Resistenz führt meist zu einer wirt-

schaftlich entscheidenden Verringerung
der Anzahl systemisch erkrankter Pflan-
zen im Feld (Feldresistenz) (KEGLER et al.
1993). Der Begriff Feldresistenz ist aber
zu eng gefasst, wenn er nur auf die quan-
titative Resistenz bezogen wird. So kom-
men beim Anbau qualitativ resistenter
Genotypen im Feld unter natürlichen In-
fektionsbedingungen keine systemisch
erkrankten Pflanzen vor, weshalb auch
diese Sorten als feldresistent zu bezeich-
nen sind.
KEGLER et al. (1993) gehen davon aus,
dass die qualitative in der Regel mono-
oder oligogen, die quantitative Resistenz
meist oligo- oder polygen codiert wird.

1.4.3 Mechanismen der Virusresistenz

Entsprechend vielfältig wie die Formen
der Resistenz sind die Hypothesen, die zu ihrer
Erklärung aufgestellt worden sind. Die Beschrei-
bung derselben würde über den Rahmen dieser
Arbeit hinausgehen. Lediglich wichtige Beispiele
für Mechanismen der Virussresistenz seien kurz
erwähnt:

1.4.3.1 Posttransscriptional gene silencing

Posttransscriptional gene silencing
(PTGS) ist ein Mechanismus zur Abwehr von in
die Zelle eingedrungener, artfremder Nuclein-
säure. Im Prinzip wird dabei eine doppelsträngi-
ge RNA gebildet und nachfolgend von speziellen
RNasen in kurze Bruchstücke zerschnitten. Dop-
pelsträngige virale RNA liegt während des viralen
Replikationszyklus vor. Unklar ist, wie genau
PTGS ausgelöst wird. Sicherlich spielt dabei die
Konzentration der doppelsträngig vorliegenden
viralen RNA eine Rolle; erst, wenn ein bestimm-
ter Schwellwert überschritten ist, wird das PTGS
eingeleitet (WATERHOUSE et al. 1999). Genutzt
wird dieser Mechanismus bei der gentechnischen
Veränderung von Pflanzen zur Erzeugung von
Virusresistenz: Es wird ein Konstrukt ins Pflan-
zengenom eingebracht, das neben einem geeigne-
ten Promotor einen Teil des Virusgenoms in Sen-
se- und in Antisense-Orientierung enthält. Nach
deren Transskription in der Pflanzenzelle bilden
23
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sich durch komplementäre Basenpaarung
doppelsträngige RNA-Moleküle (häufig liegen
sie als sog. hairpin-RNA vor), die ab dem Errei-
chen einer bestimmten Konzentration durch
PTGS abgebaut werden. Dringt das Virus nun in
die Zelle ein, wird dessen RNA ebenfalls abge-
baut, nachdem sie mit komplementärer RNA ei-
nen Doppelstrang gebildet hat (DREWS et al.
2004).

PTGS kann von Viren durch verschiede-
ne Strategien überwunden werden (BRIGNETI et
al. 1998) und ist abhängig von Umweltfaktoren;
es kann durch systemische Signale in entfernten
Bereichen der Pflanze induziert werden. (HULL
2002, DREWS et al. 2004). Der pflanzeneigene Ab-
wehrmechanismus, der prinzipiell gegen alle
RNA-Viren wirksam ist, ist hilfreich für die Er-
klärung vieler beobachteter Resistenzformen. So
ist vermutlich PTGS dafür verantwortlich, dass
auf der Blattspreite selbst anfälliger Sorten Berei-
che mit sehr niedriger Viruskonzentration ver-
bleiben, die als grüne Inseln bezeichnet werden.
Sie bilden zusammen mit den benachbarten
Chlorosen die typischen Virusmosaike (ebda.).

1.4.3.2 Cross protection

Wird eine Pflanze, die eine gewisse Zeit-
spanne zuvor mit einem Virus infiziert wurde,
von einem nahe verwandten Virus oder einem
anderen Virusstamm des gleichen Virus, gegen
den die Pflanze bei Einzelinfektion nicht resistent
ist, befallen, so kann die Vermehrung und Aus-
breitung dieses zweiten Virus stark gehemmt
sein. Dieses „cross protection“ genannte Phäno-
men kann mit der Induktion von PTGS nach In-
okulation mit dem ersten Virus erklärt werden
(BAULCOMBE 1999, DREWS 2004).

1.4.3.3 Hypersensibilitätsreaktion

Hypersensibilität als Mechanismus der
Virusresistenz wird detailliert in Kapitel 1.5.1
„Die pflanzliche Hypersensibilitätsreaktion“ auf
S. 32 behandelt.

1.4.4 Scharkaresistenzzüchtung

Die Schaffung einer Population mit gene-
tisch fixierter Variabilität zwischen den Individu-
en und die nachfolgende zielgerichtete Selektion
einzelner Individuen aus der Gesamtheit der Po-
pulation wird als Züchtung bezeichnet. Soll die
Schaffung der Population nicht dem Zufall über-
lassen werden (freie Abblüte), sondern werden
die Blüten einer Muttersorte mit dem Pollen ei-
ner Vatersorte bestäubt (Kombinationszüch-
tung), um die Wahrscheinlichkeit des Auffindens
von Individuen mit der gewünschten Kombinati-
on definierter Eigenschaften in der Zuchtpopula-
tion zu erhöhen, so ist zunächst die überlegte
Auswahl der Elternsorten notwendig. Im Falle
der Scharkaresistenzzüchtung wird man hierfür
Sorten wählen, die bestimmte Merkmale von To-
leranz und Resistenz zeigen. Dazu sind als Ent-
scheidungsgrundlage Daten über das Resistenz-
niveau der verfügbaren Kreuzungspartner erfor-
derlich. Diese werden in Resistenztests ermittelt.
Wichtig ist es, auch Genotypen, die aufgrund
schlechter pomologischer Merkmale für den
Marktanbau kaum in Frage kommen, zu erhalten
und zu prüfen, da sich unter ihnen wertvolle Re-
sistenzträger befinden können; dies gilt gleich-
falls für verwandte Arten (z. B. Prunus spinosa
oder Prunus cerasifera). 

1.4.4.1 Resistenzprüfung

Vor diesem Hintergrund bzw. primär,
um aus dem vorhandenen Sortiment diejenigen
Sorten zu selektieren, mit denen in Scharkabe-
fallsgebieten ein gewinnbringender Anbau der
Europäischen Pflaume aufrecht erhalten werden
kann, wurden in den vergangenen Jahrzehnten
viele Resistenztests angestellt. Bereits ATANASOFF
(1935) äußerte die Vermutung, dass im vorhan-
denen Sortiment und mit Hilfe von Züchtung
scharkatolerante Sorten zu erhalten sind.

Für die Resistenzprüfung sind folgende
Faktoren zu berücksichtigen:

1 Virusisolat 
Das Virusisolat kann großen Einfluss so-
wohl auf die Symptomausprägung, also
die Reaktion der Pflanze auf den Virus-
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befall, als auch auf den Grad der Anfällig-
keit, also das Verhalten des Virus in der
Pflanze, haben (s. Kapitel 1.3.1.4 „Virus-
stämme“ auf S. 6 und Kapitel 1.3.2.2
„Symptome“ auf S. 10). Für die Scharka-
resistenztestung eignen sich insbesonde-
re Isolate, die in der Pflanze einen hohen
Virustiter erreichen (hierin bestehen be-
trächtliche Unterschiede) und starke
Krankheitssymptome hervorrufen, bei-
spielsweise das von KEGLER (1990) be-
schriebene PPV-Isolat aus der Pflaumen-
sorte ‘Cambride Gage’. Nicht weniger
wichtig ist aber die Testung mit mehre-
ren, differierenden PPV-Isolaten, um die
isolatbedingten Effekte bei der Beurtei-
lung der Scharkaempfindlichkeit eines
Genotyps abzuschätzen.

2 Inokulationsmethode 
Prinzipiell kommen das Abreiben der
Blattspreite mit virushaltigem Pflanzen-
presssaft sowie die Übertragung durch
Vektoren oder durch Veredlung virusbe-
fallener Pflanzenteile auf gesunde in Fra-
ge. Erstgenannte Möglichkeit scheidet bei
der Zwetsche aus (s. Kapitel 1.3.1.6
„Übertragung und Verbreitung“ auf S. 8).
Blattlausübertragung kommt den unter
Freilandbedingungen herrschenden Ver-
hältnissen nahe, ist kontrolliert aber nur
unter sehr hohem Aufwand durchführ-
bar, zumal mit verschiedenen Vektoren
getestet werden sollte, um vektorartspezi-
fische Einflüsse auf die Übertragung zu
vermeiden. Überlässt man die Testung
dem natürlichen Vektordruck im Frei-
land, so sind die Ergebnisse stark vom
vorhandenen Infektionsdruck (Populati-
onsdynamik des Vektors, Anzahl infizier-
ter Bäume pro Flächeneinheit, Haupt-
windrichtung, Baum- und Reihenabstän-
de) abhängig und schwanken sehr stark
von Jahr zu Jahr. Die größtmögliche
Kontrolle der Faktoren, die die Inokulati-
on und die sich anschließende Infektion
beeinflussen, ist durch  Veredlung
möglich: Rindenschilde (Chips) mit oder
ohne Blattknospen oder ganze Edelreiser
können auf gesunde Pflanzen veredelt

werden, ebenso gesunde auf PPV-infi-
zierte Pflanzen. Eine zuverlässige Mög-
lichkeit zur Standardisierung von Resi-
stenztests bietet die Doppelpfropfung:
Dabei wird eine PPV-infizierte Zwi-
schenveredlung zwischen die gesunde
Unterlage und das Reis des zu testenden
Genotyps geschaltet (FUCHS et al. 1994).
Alternativ kann auf Unterlagen veredelt
werden, die im Vorjahr z. B. über Rin-
denspäne infiziert worden waren.

3 Verhältnis von Inokulum und Baum-
größe 
Die Symptomausprägung ist in der Regel
umso stärker, je größer das Inokulum
und je jünger, kleiner oder durch Um-
weltfaktoren geschwächter die inokulier-
te Pflanze ist. Ab einem bestimmten Alter
werden viele Sorten der Europäischen
Pflaume nicht mehr vollsystemisch mit
PPV infiziert („Altersresistenz“, s. S. 9). 

4 Bonitur
Um die Vergleichbarkeit der Aussagen
zum Resistenzgrad zwischen den Geno-
typen und zwischen verschiedenen Un-
tersuchungen zu gewährleisten, ist es ne-
ben der einheitlichen Wahl der bewerte-
ten Symptome (mit adäquater Boniturs-
kala) notwendig, Standardsorten im Re-
sistenztest mitzuführen. Als anfällige Ge-
notypen der Europäischen Pflaume eig-
nen sich hierfür etwa ‘Hauszwetsche’
oder ‘Italiener’, als Resistenzstandards
‘Opal’, ‘Cacanska Najbolja’ (‘Cacaks Be-
ste’) oder, im Fall der Hypersensibilitäts-
resistenz, ‘Jojo’.

5 Zeitpunkt der Inokulation
Der Zeitpunkt der Inokulation in der
phänologischen Entwicklung der Pflanze
hat entscheidenden Einfluss auf den Er-
folg. Blattlausinokulationen im Spät-
herbst vor dem Blattfall bringen aller
Wahrscheinlichkeit nach keinen Erfolg.
Rindenspaninokulationen im August
oder September führen in der Regel erst
im nächsten Jahr zur Ausprägung von
Symptomen (ATANASOFF 1935). 
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6 Beobachtungszeitraum
In manchen Genotypen manifestiert sich
die Scharkakrankheit erst mehrere Jahre
nach der Inokulation (KEGLER 1990).
Deshalb ist, zumindest für die Beurtei-
lung von Fruchtsymptomen, eine wenig-
stens fünfjährige Versuchsdauer erfor-
derlich, wodurch bei Freilandversuchen
zudem der Einfluss jahresspezifischer
Witterung auf das Testergebnis mini-
miert wird. 

7 Anzahl der getesteten Bäume
Aussagen über Inokulationserfolge und
Scharkaanfälligkeit können nicht an Ein-
zelpflanzen getroffen werden. Mitunter
bleiben nach künstlicher Inokulation etli-
che Bäume befallsfrei, während einzelne
starke Symptome zeigen. Bei natürlicher
Infektion über Blattläuse im Freiland tritt
diese Problematik besonders hervor.

8 Standort
Je nach biotischen und abiotischen Um-
weltverhältnissen ändert sich die Reakti-
on einzelner Genotypen auf die Infektion
mit dem Scharkavirus. Deswegen fordert
MINOIU (1994), vergleichende Scharkare-
sistenztests in mehreren Ländern durch-
zuführen.

Legt man an die in den seit der ersten Be-
schreibung der Scharkakrankheit durchgeführ-
ten Resistenztests alle obig genannten Kriterien
an, so muss konstatiert werden, dass die meisten
Studien wichtige Parameter bei der Anlage des
Versuchs oder bei der Deutung der Ergebnisse
nicht berücksichtigen; zumindest aber ist die
Vergleichbarkeit der Resultate nur in seltenen
Fällen gegeben. Aussagen über die Scharkaanfäl-
ligkeit eines Genotyps sind meist nur bezogen auf
einen Virusstamm und beschränkt auf eine be-
stimmte Region möglich. Mitunter kommen ver-
schiedene Autoren bei ein und derselben Sorte zu
konträren Aussagen. Dies erschwert die Nutzung
dieser Untersuchungen für die Praxis und für die
Auswahl der Elternsorten in der Resistenzzüch-
tung. DOSBA et al. (1994) stufen beispielsweise die
Sorte ‘Ersinger’ als resistent ein, da sie kaum
Blattsymptome feststellen konnten. Sie beobach-
teten sogar eine Gesundung der Pflanze nach

zwei Vegetationsperioden, nach denen sie per
ELISA kein Virus mehr nachweisen konnten.
HAMDORF und HEIN (1989) betrachteten diese
Sorte als empfindlich bezüglich der Blattsympto-
me, auch die Früchte zeigten Marmorierungen,
waren aber meist vermarktungsfähig. Die Bäume
dieser Sorte blieben über alle Jahre hinweg schar-
kainfiziert. Mitunter entwickelten sich auf den
Blättern sogar Nekrosen.

Zuverlässige Ergebnisse aus Scharkaresi-
stenztests erzielten TRIFONOV (1978), ZAWADZKA
(1980), SUTIC und RANKOVIC (1981), KEGLER
(1990) sowie PETRUSCHKE und SCHRÖDER (1999),
weil sie die Bäume künstlich mit PPV inokulier-
ten. Im Unterschied zu den anderen genannten
Autoren, die die Testbäume durch Einveredeln
PPV-infizierter Rindenspäne infizierten, veredel-
te PETRUSCHKE die zu testenden Sorten auf be-
reits infizierte Unterlagen und führte damit den
strengsten Resistenztest durch.

Für die Selektion der Eltern für die Kreu-
zungszüchtung schlägt KEGLER (1990) drei Aus-
wahlkriterien vor: die Symptomstärke, die Virus-
konzentration und das Ausmaß der systemischen
Virusverbreitung. Werden kaum Scharkasymp-
tome sichtbar, ist die Viruskonzentration niedrig
und bleibt der Virusbefall auf kleine Bereiche der
Pflanze beschränkt, so eignet sich der Genotyp als
Kreuzungspartner, weil er Resistenzträger ist.
Diese drei Parameter eignen sich in Übereinstim-
mung mit den eingangs angeführten Definitio-
nen von Resistenz und Toleranz zur Abschätzung
des Resistenzniveaus eines Genotyps.

KEGLER (1990) unterscheidet im Fall der
Resistenz der Europäischen Pflaume gegen das
Scharkavirus zwei Formen, die vorherrschende
quantitative und die seltene qualitative, die bis-
lang nur in Form der Hypersensibilitätsresistenz
bekannt ist. Immunität ist in keinem Fall nachge-
wiesen (HARTMANN und PETRUSCHKE 2000,
GRÜNTZIG et al. 2001). In den nachfolgenden
Ausführungen wird die nicht auf Hypersensibili-
tät beruhende Scharkaresistenz der Europäischen
Pflaume stets als quantitative Resistenz bezeich-
net. Die Resistenz durch Hypersensibilität wird
in Kapitel 1.5.2 „Überblick über die Hypersensi-
bilität von Prunus domestica L. gegenüber PPV“
auf S. 37 beschrieben. Die Ausführungen in die-
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sem Kapitel beziehen sich auf die quantitative
PPV-Resistenz.

Als frucht - und blatttolerant ist seit lan-
gem die ‘Mirabelle von Nancy’ bekannt (TRIFO-
NOV 1978). TRIFONOV empfiehlt deswegen, diese
und andere Mirabellen als Kreuzungspartner in
der Scharkaresistenzzüchtung zu verwenden.
Dies wurde in Hohenheim und Geisenheim in
jüngeren Jahren versucht. Die Nachkommen tra-
gen allerdings runde, kleine Früchte, so dass sich

dieser Ansatz für die Züchtung von großfrüchti-
gen Zwetschen kaum eignet. Detaillierte Auswer-
tungen über den Scharkaresistenzgrad in den
Nachkommenschaften liegen nicht vor.

Der Toleranzgrad einer Sorte kann sich
selbst am gleichen Standort im Laufe der Jahre
ändern, wenn sich die das Pflanzenwachstum be-
einflussenden Umweltfaktoren verändern. Da-
durch können sogar Versuche, die an ein und
demselben Standort in gleicher Methodik und

Tab. 1.4–1   Frucht- und Blatttoleranz ausgewählter Sorten der Europäischen Pflaume gegenüber PPV (nach 
HAMDORF und HEIN 1989, HARTMANN 1990 und 2005, RÜHL 1994, MINOIU 1997, PETRUSCHKE 2005)

Sorte Blatt-
toleranza

Frucht-
toleranza Sorte Blatt-

toleranza
Frucht-

toleranza

Hoh 1468 – – Katinka – +

Anna Späth – o Königin Viktoria – o

Auerbacher – – Mirabelle von Nancy + +

Bühler Frühzwetsche o + Jalomita – –b

Cacaks Beste + + Ontariopflaume + +

Cacaks Fruchtbare – – Opal + +

Cacaks Schöne o + Ortenauer – –

Cacaks Frühe c + Ouillins Reneklode + +

Carpatin – + Pitestean +

Centenar – + Presenta – +

Chrudimer + + President o +

Czernowitzer + + Ruth Gerstetter – +

Elena – + Sanctus Hubertus o +

Ersinger – + Stanley o +

Fellenberg – – Sugartop + –

Felsina – – Tegera – –

Große Grüne Reneklode – o Topend + –

Habella (Hoh 4515) o – Tophit o o

Haganta o o Topper o +

Hanita – + Topfive – +

Haroma (Hoh 4593) + Valjevka o +

Hauszwetsche in Typen – – Valor + –b

Herman o + Zimmers Frühzwetsche – –

a – empfindlich
o schwach empfindlich/schwach tolerant
+ tolerant

b Die Sorte zeigt wurde in den 1980er Jahren als fruchttolerant beschrieben, zeigt in den letzten Jahren aber stär-
kere Fruchtsymptome.

c Wo sehr uneinheitliche oder erst kurzfristige Ergebnisse vorliegen, wurde auf Angaben verzichtet.
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mit dem gleichen Virusstamm durchgeführt wur-
den, zu differierenden Ergebnissen führen (KEG-
LER 1992, HARTMANN und PETRUSCHKE 2000).

In Tab. 1.4–1 sind exemplarisch einige
Sorten der Europäischen Pflaume hinsichtlich ih-
rer Blatt- und Fruchttoleranz gegenüber PPV
charakterisiert.

1.4.4.2 Vererbung

Zur Vererbung der Scharkaresistenz bei
Pflaumen gibt es kaum systematische Untersu-
chungen, da sich die Arbeiten der letzten Jahr-
zehnte fast ausschließlich auf die Resistenzprü-
fung von Sorten konzentrierten. Da in allen be-
kannten Züchtungsprogrammen die Scharka-
symptomausprägung auf den Blättern und vor al-
lem an den Früchten Selektionskriterium war,
müssten diese Bemühungen – um korrekt zu sein
– unter dem Begriff Toleranzzüchtung zusam-
mengefasst werden. Zumeist wurden nur Geno-
typen, die pomologisch herausragende Eigen-
schaften besitzen, der Toleranzprüfung unterzo-
gen, so dass aus den verfügbaren Daten keine
Rückschlüsse auf die Vererbung der Merkmale
Scharkatoleranz oder quantitative Scharkaresi-
stenz zu ziehen sind.

In den Fällen, in denen ganze Kreuzungs-
nachkommenschaften in die Prüfung miteinbe-
zogen wurden, wurde eine unzulängliche Test-
methode angewandt. MINEV und DRAGOISKI
(1995) beispielsweise untersuchten Kreuzungs-
nachkommen interspezifischer Hybriden zwi-
schen Prunus spinosa, P. domestica und P. cerasi-
fera. Die Sämlinge wurden im Feld unter „hohem
Scharkadruck“ aufgepflanzt und über mehrere
Jahre auf Befall untersucht (visuelle Bonitur und
ELISA). Einige Sämlinge blieben befallsfrei, wo-
raus die Verfasser schließen, dass interspezifische
Hybriden der genannten Arten ein hohes Maß an
Potential für die Scharkaresistenzzüchtung besit-
zen. Diese Schlussfolgerung kann aus dem Ver-
such nicht abgeleitet werden, da die Bäume nicht
künstlich mit PPV inokuliert wurden. Die Ergeb-
nisse sind deshalb für die Erforschung der Verer-
bung der Scharkaresistenz weitgehend wertlos.
Vergleichbar ist die Studie von LAHMATOVA et al.
(1998) einzustufen. Auch in diesem Fall erfolgten

keine kontrollierten Inokulationen bei der Über-
prüfung des Resistenzgrades von Nachkommen-
schaften aus wechselseitigen Kreuzungen resis-
tenter, toleranter und empfindlicher Sorten. Die
Autoren postulieren, dass der Anteil scharkare-
sistenter Nachkommen höher ist, wenn der PPV-
resistente Elternteil maternell verwendet wird.
Auch diese Aussage muss in Frage gestellt wer-
den, da vom methodischen Vorgehen her nicht
sichergestellt werden konnte, dass alle Genotypen
einem gleichen, hohen Infektionsdruck ausge-
setzt waren.

Einen methodisch korrekten Ansatz hin-
gegen verfolgten BIVOL et al. (1988). Sie testeten
Nachkommenschaften von Pflaumen auf
Scharkaresistenz, indem sie die Sämlinge vegeta-
tiv vermehrten, jeweils einige Pflanzen künstlich
mit PPV inokulierten und andere dem natürli-
chen Befallsdruck aussetzten. Bei Elternsorten
mit quantitativer Resistenz fanden sie eine mehr-
faktorielle Vererbung dieses Merkmals. In aller
Regel lag der Resistenzgrad der Sämlinge zwi-
schen denjenigen der Elternsorten. Lediglich bei
der Kreuzungskombination ‘Graf Althanns Re-
neklode’ × ‘Kirkes’ übertrafen einige Nachkom-
men den Resistenzgrad der Eltern. Im Allgemei-
nen führte die Kreuzung zweier quantitativ resi-
stenter Eltern nicht zu einer Erhöhung des
Resistenzgrades bei den Nachkommen.

Bei Kreuzungen von toleranten mit quan-
titativ resistenten Sorten ergab sich eine Vererb-
arkeit von 26% für die PPV-Toleranz. Einen ho-
hen Anteil PPV-fruchttoleranter Nachkommen
fanden BIVOL et al. (1989) bei Verwendung der
Sorte ‘Kirkes’ (67–78%), einen sehr geringen An-
teil aber bei den Sorten ‘Graf Althanns Reneklo-
de’, ‘Anna Späth’, ‘Montfort’, ‘Prune d’Agen’ und
‘Tuleu Gras’ als Eltern. ‘Kirkes’ scheint sich also
sehr gut als Donor für Scharkatoleranz zu eignen.

1.4.4.3 Bewertung der Resultate der 
Scharkaresistenzzüchtung

In den zurückliegenden Jahrzehnten
wurden an vier Orten erfolgreich und in größe-
rem  Umfang  quantitativ  scharkaresistente  bzw. 
fruchttolerante Sorten der Europäischen Pflaume

                                                                                                  gezüchtet:



 KAPITEL 1

Die Bedeutung der Resistenz gegen das Scharkavirus für den Anbau der Europäischen Pflaume
• Aus Cacak im ehemaligen Jugoslawien
stammen die in den 1970er Jahren her-
ausgegebenen Sorten ‘Cacaks Beste’ (‘Ca-
canska najbolja’) und ‘Cacaks Schöne’
(‘Cacanska lepotica’). Erstere ist
scharkaresistent und wurde in zahlrei-
chen nachfolgenden Züchtungsprogram-
men verwendet, ist aber ertragsschwach
und im Anbau deswegen nicht verbreitet;
letztere ist scharkatolerant und sehr er-
tragreich, weswegen sie eine weite Ver-
breitung erfahren hat. Vor allem diesen
Neuzüchtungen aus Cacak ist die Erhal-
tung des Anbaus der Europäischen Pflau-
me in den Scharkabefallsgebieten zu ver-
danken. Die Fruchtqualität dieser Sorten
befriedigt nicht immer.

• In Pitestean in Rumänien wurden eben-
falls Sorten gezüchtet, die für den Anbau
in Scharkabefallslagen geeignet sind, dar-
unter die Sorten ‘Pitestean’ und ‘Cente-
nar’.

• In Hohenheim wird seit 1980 Zwetschen-
züchtung betrieben. Bislang wurden als
scharkatolerante Sorten ‘Hanita’, ‘Hagan-
ta’, ‘Katinka’, ‘Elena’ und ‘Presenta’ in die
Praxis eingeführt.

• Die Geisenheimer Zwetschenzüchtung
nahm 1983 ihren Anfang. Auch aus ihr
sind wertvolle, scharkatolerante Sorten
hervorgegangen, z. B. ‘Topper’ und ‘Top-
five’.

Wie von ATANASOFF (1935) vermutet, ge-
lang es durch Kreuzungszüchtung, fruchttoleran-
te Sorten der Europäischen Pflaume zu züchten
und so den Anbau in Scharkabefallsregionen auf-
rechtzuerhalten. Zweierlei Probleme treten je-
doch bei der Verwendung quantitativ resistenter
Sorten auf:

• Sofern kaum scharkabedingte Blattsymp-
tome sichtbar werden, wird eine Infekti-
on des Baumes äußerlich kaum erkannt.
Problematisch ist dies für bislang befalls-
freie Gebiete, da die Virose über latent in-
fiziertes Pflanzmaterial dort einge-
schleppt werden kann und befallene Bäu-

me aufgrund der mangelnden
Symptomausprägung nur schwer erkannt
werden.

• In den zurückliegenden Jahren traten an
Sorten, die bislang als fruchttolerant gal-
ten, vermehrt Scharkasymptome auf (s. S.
27). So bewertete HARTMANN (1990) die
Sorten ‘Jalomita’ und ‘Valor’ als fruchtto-
lerant; infolge veränderter Umweltein-
flüsse zeigten diese in den darauffolgen-
den Jahren aber mehr und mehr Sympto-
me, so dass er sie 2005 als fruchtempfind-
lich einstufte.

Die Nutzung quantitativ resistenter Sor-
ten der Europäischen Pflaume ist für den Anbau
in Scharkabefallslagen vorteilhaft, der Grad ihrer
Widerstandsfähigkeit kann aber absinken, so
dass wirtschaftliche Schäden entstehen. Für
scharkafreie Regionen birgt ihr Anbau das Risiko,
die Virose unerkannt einzuschleppen.

1.4.4.4 Gentransfer zur Gewinnung scharka-
resistenter Sorten der Europäischen 
Pflaume

Da bisher noch keine pflanzeneigenen
Scharkaresistenzgene identifiziert werden konn-
ten, beschränken sich gentechnologische Maß-
nahmen bislang auf die Induktion einer Virusre-
sistenz durch Übertragung von Genomabschnit-
ten des Erregers in das Kerngenom von Prunus-
Arten. Bei der Gewinnung von virusresistenten
Pflanzen durch Gentransfer wird daher ein völlig
anderer Ansatz als bei der Kombinationszüch-
tung verfolgt: Letztere nutzt in den pflanzlichen
Populationen vorhandene genetische Variabili-
tät, erstere induziert eine sog. „pathogen-derived
resistance“ durch Einführung von Genen ins
Kerngenom der Pflanzen, die aus viralen Genom-
sequenzen abgeleitet wurden (KEGLER et al.
1998).

Hüllproteinvermittelte Resistenz. i Basierend
auf dem Prinzip des „Cross protection“ (s. Kapi-
tel 1.4.3.2 auf S. 24) wurden bei der Bekämpfung
verschiedener Virusarten in der Vergangenheit
einige Erfolge erzielt. Beispielsweise können Ci-
trusbäume durch Infektion mit einem milden
29



Michael Neumüller (2005)

Die Hypersensibilität der Europäischen Pflaume gegenüber PPV

30
Isolat des Citrus tristeza virus (CTV) gegen eine
nachfolgende Infektion mit bestimmten aggressi-
ven Isolaten desselben Virus geschützt werden
(GARNSEY et al. 1998). Probleme können sich
aber ergeben, wenn der zur Prämunisierung ver-
wendete, milde Virusstamm an Schadpotential
gewinnt. Man erkannte, dass die Übertragung des
viralen CP-Gens ins pflanzliche Genom und des-
sen Expression die gleiche Wirkung hervorrufen
kann wie cross protection (BEVAN et al. 1985,
STEINBISS, H.-H., 1993). Infolgedessen wurde
auch bei Scharkawirtspflanzen versucht, eine der-
artige Resistenz zu erzielen.

Mittels Agrobacterium tumefaciens-ver-
mittelten Gentransfers gelang es LAIMER DA CÂ-
MARA MACHADO et al. (1992) erstmals, das PPV-
Hüllproteingen ins Genom eines Aprikosen-
sämlings (Prunus armeniaca) zu integrieren und
zur Expression zu bringen. Einige der stabil
transformierten Sämlinge erwiesen sich als resis-
tent gegen das Scharkavirus (DA CÂMARA
MACHADO et al. 1994 a und b).

SCORZA et al. (1994) konnten ebenfalls
das Gen, das für die Capsomere des Scharkavirus-
hüllproteins codiert, in verschiedene Sämlinge
der amerikanischen Pflaumenhybride ‘B 69 158’
übertragen. Einer dieser transformierten Sämlin-
ge, der Klon ‘C5’, zeigte sich im Gewächshaus
lange Zeit als resistent gegenüber PPV. In Frei-
landversuchen konnte er sowohl über Inokulati-
on mittels chip budding als auch über natürlich
auftretende Blattläuse, die an Wurzel- und
Stammausschlägen der Unterlagen saugten, mit
dem Scharkavirus infiziert werden. Die Blätter
von ‘C5’ zeigten Scharkasymptome (s. Abb. 1.4–
3); die Viruskonzentrationen waren vergleichbar
hoch wie in bekannten quantitativ resistenten
Sorten (MALINOWSKI et al. 1998 und 2004). Die
Menge an Hüllprotein, die in ‘C5’ produziert
wird, ist niedrig; vermutet wird, dass die Wider-
standsfähigkeit gegenüber PPV auf PTGS beruht
(RAVELONANDRO et al. 1998, HILY et al. 2004).

Die Übertragung des Hüllproteingens in
das Pflanzengenom und die Exprimierung des-
selben in der Pflanze kann zu Heteroenkapsidie-
rung führen: Wird die derart transformierte
Pflanze, die Virushüllproteinbestandteile synthe-
tisiert, mit einem Virus der gleichen Familie infi-

ziert, so kann es zu Fremdverkapselungen kom-
men, bei der das Genom des einen Virus in die
Hülle des anderen gelangt. Damit einhergehen
kann eine Änderung des Wirtskreises oder der
Übertragungsart des Virus (BOURDIN und LECOQ
1991). LECOQ et al. (1994) und MAISS et al. (1997)
berichten von einer Heteroenkapsidierung in
Scharkavirushüllprotein synthetisierenden Ta-
bakpflanzen, bei der nicht blattlausübertragbare
Viren blattlausübertragbar wurden; durch geziel-
te Veränderung der ins Pflanzengenom inserier-
ten viralen Sequenz kann die Gefahr einer Hete-
roenkapsidierung vermutlich stark verringert
werden.

Weitere Genomabschnitte als Quellen für Re-
sistenzen. Außer dem Gen für Hüllproteinein-
heiten wurden andere Gene des PPV in das Ge-
nom von krautigen Wirtspflanzen des Scharkavi-
rus übertragen (KORTE et al. 1994). Die Transfor-
mation von Sorten des Steinobstes ist allerdings
noch nicht gelungen. Beispielsweise wurde das
Gen für NIb, das bei Potyviren die Replicase ko-
diert, in das Kerngenom von Nicotiana bentha-
miana, einer krautigen Wirtspflanze des PPV,
eingeführt; die hierauf beruhende Resistenz ge-
genüber PPV beruht vermutlich auf PTGS (LÓ-
PEZ-MOYA et al. 2000).

Abb. 1.4–3   Scharkasymptome auf Blättern des
transformierten Klons ‘C5’, der das Hüllprotein-
gen des Plum pox virus trägt
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Beschränkender Schritt bei der Erzeu-
gung gentechnisch veränderter Gehölze ist die
Regeneration vollständiger Pflanzen aus trans-
formiertem, undifferenziertem Gewebe (PETRI
und BURGOS 2005). Bislang gelang eine effiziente
Transformation und Regeneration von Prunus-
Arten nur, wenn Sämlingspopulationen als Aus-
gangsmaterial verwendet wurden (LÓPEZ-MOYA
et al. 2000, SRINIVASAN et al. 2005). LÓPEZ-MOYA
et al. (2000) folgern, dass mit biotechnologischen

Methoden derzeit keine Verbesserung des Stein-
obstsortiments hinsichtlich einer Widerstandsfä-
higkeit gegenüber PPV möglich ist. PETRI und
BURGOS (2005) sprechen der Transformation all-
gemein eine Bedeutung in der Verbesserung des
Obstsortiments zu, rechnen aber nicht mit einem
baldigen Durchbruch in der Anwendung, da die
Entwicklung eines Transformations- und Rege-
nerationsprotokolls, das für mehrere Genotypen
einer Obstart anwendbar wäre, nicht in Sicht ist.
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1.5 Notwendigkeit der Nutzung der Hypersensibilitätsresistenz zur 
Züchtung scharkaresistenter Sorten

Im Folgenden wird die pflanzliche Hy-
persensibilitätsreaktion in ihren Grundzügen
dargestellt. Dabei werden sowohl biochemische
Vorgänge, die die Reaktion bedingen oder beglei-
ten, als auch ihre genetische Determinierung be-
rücksichtigt. Abschließend wird der Stand des
Wissens über die Hypersensibilität der Europäi-
schen Pflaume dargelegt. So wird ersichtlich,
weshalb es sinnvoll ist, die Hypersensibilität ge-
genüber PPV in der Züchtung der Europäischen
Pflaume zu nutzen. Vor diesem Hintergrund
werden die Zielstellungen der in den Folgekapi-
teln dargelegten Untersuchungen formuliert.

1.5.1 Die pflanzliche Hypersensibilitäts-
reaktion

1.5.1.1 Definition und biologische Funktion

STAKMANN (1915) führt den Begriff Hy-
persensibilität am Beispiel der Wirt-Parasit-Be-
ziehung zwischen Getreide und einem Rostpilz
ein. Er versteht darunter den „abnormal schnel-
len Tod von Wirtspflanzenzellen“ nach Infektion
mit dem Pathogen. GOODMAN und NOVACK
(1994) definieren ihn als „den raschen Tod
pflanzlicher Zellen in Verbindung mit der Be-
grenzung pathogenen Wachstums“. Mit dieser
Definition ist der primäre biologische Sinn der
Hypersensibilität ausgedrückt: Die Pflanze erliegt
der Pathogeninfektion nicht, sondern begrenzt
den Schaden auf den Verlust weniger Zellen (JABS
und SLUSARENKO 2000). Diese Funktionalität ist
dann gegeben, wenn der Schaderreger sich in den
abgestorbenen Zellen nicht mehr vermehren
kann (für Viren als obligate „Zellparasiten“ ist
dies anzunehmen) und das Pathogen, das die Hy-
persensibilität bedingt, sich vor Vollendung des
hypersensiblen Zelltodes nicht in angrenzendes,
gesundes Gewebe hinein verbreiten kann (FRA-
SER 1987). 

Für den Terminus „Hypersensibilität“
werden auch die Begriffe „hypersensitive respon-
se“ und „hypersensitive reaction“ (HR) verwen-

det. HR kann in Pflanzen als Reaktion auf Befall
mit Viren, Bakterien und Pilzen auftreten, gele-
gentlich kann sie auch durch tierische Schaderre-
ger ausgelöst werden (JABS und SLUSARENKO
2000). 

Die abgestorbenen Zellen werden in der
Regel als Nekrosen sichtbar. In seltenen Fällen ist
die HR symptomlos oder nur auf mikroskopisch
sichtbare Bereiche beschränkt, da nur eine oder
sehr wenige Zellen absterben, wie SULZINSKI und
ZAITLIN (1982) am Beispiel des Tabakmosaikvi-
rus (TMV) zeigen. Die HR kann, muss aber nicht
auf Zellen beschränkt sein, die unmittelbar mit
dem Erreger in Kontakt gekommen sind (HEATH
2000).

Zur HR gehört nach HEATH (2000) nicht
nur der rasche Zelltod, sondern auch die Auslö-
sung anderer Resistenzmechanismen, die die Pa-
thogenausbreitung hemmen und in den später
absterbenden und jenen benachbarten Zellen
wirksam werden. Dennoch kann es vorkommen,
dass diese Resistenzmechanismen nicht ausrei-
chen, um die vollständige Lokalisierung des Erre-
gers sicherzustellen.

Das mit der HR verknüpfte Absterben
von Zellen läuft nach dem Muster des program-
mierten Zelltods (programmed cell death (PCD))
ab. Unter PCD versteht man den durch bestimm-
te auslösende Faktoren von der Zelle selbst einge-
leiteten, im Ablauf genetisch determinierten und
auf die Bereitstellung von Energie angewiesenen
Zelltod (LEVINE 2004). PCD ist gewissermaßen
ein Teil der HR oder, umgekehrt ausgedrückt, die
HR ist der mit der Auslösung von Pathogenab-
wehrprozessen eng verknüpfte programmierte
Zelltod (HEATH 2000). 

Die Resistenz durch Hypersensibilität ist
neben der extremen Resistenz ein weiterer Me-
chanismus der Resistenz durch Lokalisierung des
Schaderregers (FRASER 1987). Durch die HR
kann die Pflanze verhindern, dass die infizierten
Zellen dem Pathogen als Quelle für weitere Infek-
tionen dienen. Sie kann auch verstanden werden
als „normale und unausweichliche sekundäre
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Folge der Veränderungen, die primär zur Lokali-
sierung [des Schaderregers] führen“ (ebda.).

1.5.1.2 Ablauf der HR

LEVINE (2004) unterteilt die HR in fol-
gende Schritte, die koordiniert in der Zelle ablau-
fen:

1 oxidative burst,
2 nitrosative burst,
3 Biosynthese von Phytoalexinen,
4 Verstärkung der Zellwand,
5 Erzeugung lokal wirksamer Signale für

die Einleitung von Abwehrreaktionen in
den Nachbarzellen,

6 Erzeugung systemisch wirksamer Signa-
le für die Einleitung von Abwehrreaktio-
nen in entfernter gelegenen Gewebebe-
reichen,

7 PCD.

Veränderungen im Stoffwechsel. i Eine Vielzahl
an Untersuchungen liegt zur Frage vor, welche
Veränderungen sich im pflanzlichen Stoffwechsel
bei Ablauf der HR ergeben. Nachfolgend sollen
wesentliche Aspekte kurz angeführt werden. Da-
bei muss berücksichtigt werden, dass diese Zu-
sammenstellung auf Daten beruht, die an ver-
schiedenen Pflanzenarten nach Auslösung der

HR durch unterschiedliche Viren gesammelt
wurden. Rückschlüsse auf eine spezielle Wirt-Pa-
rasit-Interaktion, die die HR auslöst, können des-
halb nicht gezogen werden. Mitunter lassen sich
im Einzelfall nicht alle aufgeführten Veränderun-
gen nachweisen. Abb. 1.5–1 gibt einen stark ver-
einfachten Überblick über Prozesse, die bei der
HR ablaufen.

• oxidative burst (JABS und SLUSARENKO
2000, DE GARA et al. 2003, LEVINE 2004)
Eine der ersten Antworten der pflanzli-
chen Zelle auf die Einwirkung von Stress
ist die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
(reactive oxygen spezies (ROS)) wie Was-
serstoffperoxid (H2O2) und Superoxidan-
ionen (O2

·–). In Zellen, in denen die HR
abläuft, treten zwei Phasen der ROS-Pro-
duktion auf: Eine erste mit schwacher Er-
höhung der ROS-Aktivität in der Zelle,
die als unspezifisch betrachtet wird, da
sie in jeder Zelle unmittelbar nach Kon-
takt mit einem Pathogen auftritt, und
eine nachfolgende mit sehr starker Akku-
mulation reaktiver Sauerstoffspezies.
Diese zweite Phase beginnt einige Stun-
den nach dem Abflauen der ersten Phase
und geht mit massiver ROS-Produktion
einher, weshalb sie oxidative burst ge-
nannt wird. Es gilt inzwischen als sicher,
dass ROS durch die Aktivierung einer
membrangebundenen NADPH-Oxidase
gezielt gebildet werden (DOKE et al.
2005).
ROS wie H2O2 oder O2

·– und insbesonde-
re ihr Reaktionsprodukt OH·– (Hydroxyl-
radikal) führen beispielsweise zur Oxida-
tion von Thiolgruppen von Proteinen,
zur Lipidperoxidation und zu Strangbrü-
chen in der DNA. Hydroxylradikale ver-
ursachen auch die Quervernetzung zwi-
schen DNA und DNA-bindenden Protei-
nen, wodurch die Replikation oder
Translation der DNA blockiert wird. Zu-
dem reagieren sie mit einer Vielzahl wei-
terer zelleigener Verbindungen. Extrazel-
lulär bewirken sie eine Quervernetzung
der Zellwand. Über die Lipidperoxidati-
on sind sie an der Veränderung der

Abb. 1.5–1   Schematische Darstellung des ver-
muteten Ablaufs der HR und beteiligter Regelme-
chanismen. PCD=programmed cell death. (inhalt-
liche Angaben nach ALVAREZ 2000, JABS und SLU-
SARENKO 2000 und DOKE et al. 2005)
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Membranpermeabilität und am Verlust
der Kompartimentierung der Zelle betei-
ligt, die letztlich zum Zelltod führt.
ROS wirken auch aktiv gegen in die Zelle
eindringende Mikroorganismen, doch
wird dies nicht als wichtigste Funktion
des oxidative burst beschrieben. Diese
wird in der Auslösung verschiedener Re-
sistenzmechanismen gesehen. JABS
(1999) ordnet den ROS in der Anfangs-
phase der HR eine Signalwirkung zu, die
zur Aktivierung von Transskriptionsfak-
toren führt, und sieht sie in der Spätphase
der HR als Folge der Veränderung der
Permeabilität der mitochondrialen Mem-
bran, die zum Zelltod führt. Insofern ist
die Produktion von ROS zum einen als
Glied in der Kette der Signaltransduktion
von der Wahrnehmung des Pathogens
hin zur Einleitung der Abwehr zu sehen,
zum anderen als Späterscheinung, die in
unmittelbarem Zusammenhang mit dem
Verlust der Zellkompartimentierung
steht. Diese zieht unweigerlich den Zell-
tod nach sich.
Die Pflanze kann die ROS-Produktion
enzymatisch feinsteuern. Ascorbat und
Salicylat, die enzymatisch reduziert wer-
den und so den Redoxstatus der Zelle ab-
greifen können, wird eine Rolle bei der
Aktivierung von Genen zugesprochen,
die bei der HR eine Rolle spielen.

• nitrosative burst (LEVINE 2004)
Stickstoffmonoxid (NO) wird synchron
zu ROS in der Zelle produziert; analog
spricht man von nitrosative burst. NO
wird eine synergistische Rolle bei der
Auslösung des PCD zugeschrieben.

• Veränderungen in der Membranper-
meabilität
Eine der zeitlich zuerst einsetzenden Ver-
änderungen – oft bereits wenige Stunden
nach Auslösung der HR – ist die Verän-
derung der Permeabilität biologischer
Membranen in der Zelle. Dabei kommt
es zu einem Efflux von K+-Ionen, der ent-
weder durch eine Erhöhung der Ionen-

diffusionsrate durch die Membran oder
durch die Aktivierung spezifischer Io-
nenpumpen ausgelöst wird (JABS und
SLUSARENKO 2000), wobei stets Oxidati-
onsprozesse eine entscheidende Ursache
darzustellen scheinen (oxidative burst, s.
o.). KEPPLER und NOVACKY (1986) be-
richten von einer Zunahme der Lipidper-
oxidation während der HR.

• Phenylpropanoidstoffwechsel (FRASER
1987 und 2000a)
Phenolische Komponenten wie Chloro-
gen- und Isochlorogensäuren und das
Cumarin Scopoletin akkumulieren vor
und während des Sichtbarwerdens der
Nekrosen. Die Peroxidase- und Polyphe-
noloxidaseaktivitäten sind gleichfalls er-
höht. Die Nekrosenbildung geht einher
mit der Lignifizierung der Zellwände. Es
kommt zu einer Neusynthese von
Phenylalaninammoniumlyase (PAL) und
anderen Enzymen, die am Phenylpropa-
noidstoffwechsel beteiligt sind. Die Hem-
mung von PAL führt bei der Interaktion
Tabak/TMV zu einer beträchlichen Ver-
größerung der Nekrosen, weshalb Ver-
bindungen des Phenylpropanoidstoff-
wechsels eine Bedeutung in der Begren-
zung der Virusausbreitung zugeschrieben
wird (MASSALA et al. 1980). Bei Tabak
können erste Veränderungen im Phenyl-
propanoidstoffwechsel 24 Stunden nach
der Auslösung der HR auftreten. Ca. 12
Stunden später werden kleine Nekrosen
sichtbar, die sich im Laufe der nachfol-
genden Tage vergrößern.
Eng gekoppelt mit dem Phenylpropano-
idstoffwechsel ist die Synthese von Sali-
cylsäure (SA). Ihr wird eine entscheiden-
de Rolle bei der Aufrechterhaltung des
oxidative burst und bei der Resistenzin-
duktion in benachbarten und entfernten
Gewebebereichen (SAR) zugeschrieben
(ALVAREZ 2000). SA induziert die Bil-
dung einer Reihe von Proteinen, die wäh-
rend der HR akkumulieren (OHASHI
2005).
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• PR-Proteine (FRASER 1987 und 2000a, b)
Im Laufe der HR werden pathogenesis re-
lated (PR) proteins gebildet. Sie können
ca. 48 Stunden nach Auslösung der HR
nachgewiesen werden. Ihre Rolle bei der
eigentlichen Viruslokalisierung wird aber
als gering eingeschätzt.

1.5.1.3 Auslösung der HR und genetische 
Grundlagen

FLOR (1956) gehört zu den Ersten, die die
Beziehung zwischen Pflanzen und ihren Pathoge-
nen genetisch zu erklären versuchten. Er entwik-
kelte am Beispiel des Befalls von Lein mit dem
Rostpilz Melampsora lini die sog. Gen-für-Gen-
Hypothese. Danach ist eine Pflanze, die das do-
minante Resistenzgen R trägt, resistent gegen ei-
nen Schaderreger, der das korrespondierende do-
minante Avirulenzgen Avr besitzt. Sobald entwe-
der das Pathogen oder die Wirtspflanze oder
beide ihr entsprechendes Gen in rezessiver Form
tragen, wird die Resistenzreaktion nicht ausge-
löst, und die Pflanze wird vom Pathogen befallen.

Inzwischen ist die Gen-für-Gen-Hypo-
these für eine Vielzahl von Wirt-Parasit-Interak-
tionen – sowohl mit Viren und Bakterien als auch
Pilzen als Schaderregern – bestätigt (VANDER-
PLANK 1984). Nach heutigem Verständnis wird
angenommen, dass ein vom R-Gen determinier-
ter Mechanismus das Pathogen, das versucht, in
die Zelle einzudringen oder bereits in sie einge-
drungen ist, anhand des vom Avirulenzgen co-
dierten Faktors sehr schnell erkennt und eine ef-
fektive Resistenzreaktion einleitet. Sehr häufig ist
diese Antwort eine Hypersensibilitätsreaktion
(HAMMOND-KOSACK und JONES 1996). Prinzipi-
ell wird dem R-Gen-Produkt eine Funktion als
Rezeptor für das Avr-Gen-Produkt zugeschrie-
ben (HEATH 2000).

Viele der an verschiedenen Wirt-Parasit-
Beziehungen beteiligten R- und Avr-Gene und
ihre Genprodukte sind mittlerweile bekannt
(HAMMOND-KOSACK und JONES 1996, FRASER
2000b, HEATH 2000, HAMMOND-KOSACK und
PARKER 2003, LEVINE 2004, SMITH und HULBERT
2005). Die Avr-Gene und ihre Proteine unter-
scheiden sich sehr stark voneinander; hingegen

lassen sich bei der weitaus überwiegenden Zahl
der von R-Genen codierten Proteine Homologien
mit zum Teil stark konservierten Domänen er-
kennen (ebda.) (s. Abb. 1.5–2):

1 leucin rich regions
Die Proteine besitzen C-terminal eine
Aminosäuresequenz mit leucinreichen
Wiederholungen (leucin rich repeats
(LRR)). Es gibt Hinweise, dass diese Do-
mäne entscheidend für die Pathogener-
kennung ist.

2 nucleotide binding sites
Im zentralen Bereich des Proteins befin-
det sich eine Nucleotidbindungsstelle
(NBS); vornehmlich ATP und GTP kön-
nen daran gebunden werden. Ihnen wird
eine entscheidende Rolle bei der Auslö-
sung der HR zugeschrieben. Derartige
Nucleotidbindungsstellen sind typisch
für Kinasen.

3 TIR-like rezeptor domain
Bei einer großen Gruppe von Resistenz-
genprodukten, die auch als Produkte von
Virusresistenzgenen häufig vorkommen,
ist eine dritte, N-terminale Domäne
nachgewiesen, die nach ihrer Ähnlichkeit
mit bei Säugern vorkommenden Toll-
und Interleukin-1-Rezeptoren TIR-ähn-
liche Rezeptordomäne genannt wird. Es

Abb. 1.5–2   Schematische Darstellung des N-
Proteins, des Produkts eines R-Gens des Tabaks,
das eine HR gegen TMV bedingt. CD - vermutete
cytoplasmatische Domäne mit TIR-Ähnlichkeiten.
NBS - nucleotide binding sites. LRR - leucin rich
repeats. Die Zahlen geben die Lage der Domä-
nengrenzen in der Primärsequenz des Proteins
wieder (Aminosäureabfolge, beginnend mit 1 am
N-terminalen Ende) (nach DINESH-KUMAR und BA-
KER 2000, © 2000 by National Academy of Sci-
ences, USA, mit freundlicher Genehmigung)
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gibt Hinweise darauf, dass sie in die Akti-
vierung von Genen und in die Stimulie-
rung des oxidative burst involviert ist.

Neben diesen sog. TIR-NBS-LRR-Protei-
nen sind eine Reihe anderer R-Gen-Produkt-
gruppen bekannt; sie sind zur Zeit Gegenstand
intensiver Forschungsarbeit. 

Zumeist erfüllen die Avr-Gene im Ge-
nom des Parasiten primär nicht die Funktion als
resistenzinduzierende Faktoren; dies lässt sich al-
lein aus ihrer Heterogenität ableiten. PFITZNER
und PFITZNER (1992) gelang es, das Hüllprotein
des Tomato mosaic virus (ToMV) als Auslöser für
die HR bei Tabakpflanzen, die das Resistenzgen

Abb. 1.5–3   Komplexität der Signal- und Stoffwechselwege, die an der Pathogenerkennung und -abwehr
durch HR beteiligt sind. Es sind nur einige wesentliche Schritte dargestellt. Das Avirulenzgenprodukt wird
vom Resistenzgenprodukt erkannt. Daraufhin werden Ionenströme aus dem und in das Cytplasma sowie
die Generierung von O2

·– durch die plasmalemma-gebundene NADPH-Oxidase aktiviert. In der Zellwand
wird durch die Superoxiddismutase (SOD) die Bildung von H2O2 katalysiert. Dieses diffundiert durch das
Plasmalemma und löst im Cytoplasma ebenso wie die durch die veränderten Ionenkonzentrationen be-
dingten Signale, die vermutlich durch G-Proteine vermittelt sind, die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) aus. Später setzt durch die Bildung von OH·–-Radikalen Lipidperoxidation ein, die die Plasmamem-
bran schädigt. Im Cytoplasma wird Salicylat gebildet, das eine zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung des
oxidative burst (ROS-Produktion) und in der Resistenzinduktion in benachbarten und entfernten Teilen der
Pflanze (lokale und systemische Resistenz) einnimmt. Ebenso wie der durch den oxidative burst veränderte
Redoxstatus der Zelle nimmt Salicylat Einfluss auf Transskriptionsfaktoren, die u. U. auch direkt vom R-
Genprodukt nach Perzeption des Avr-Genprodukts reguliert werden können. Dadurch werden Resistenzge-
ne aktiviert, deren Produkte direkt oder in Signalübertragungsketten die Erhöhung der Resistenz in der Zel-
le, in benachbarten Zellen und in entfernt gelegenen Bereichen der Pflanze bedingen. Zum anderen wird
mit der Aktivierung von PCD-Genen der programmed cell death (PCD) eingeleitet. Dieser wird begleitet von
der Akkumulation von Phenylpropanoiden, die vermutlich auch schon in früheren Stadien der HR bei deren
Regulierung eine Rolle spielen. Der apoptotische Zelltod wird auch vom oxidative burst und dem Verlust der
Kompartimentierung durch Auflösen von Zell- und Zellorganellgrenzen bedingt. (Angaben nach FLOR 1956,
FRASER 1990, HAMMOND-KOSACK und JONES 1996* und JABS und SLUSARENKO 2000, schematisch)
(* Entlehnung graphischer Elemente mit freundlicher Genehmigung der American Society of Plant Biolo-
gists)
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N’ tragen, nachzuweisen; in diesem Fall ist also
das Hüllproteingen das Avr-Gen. In der Interak-
tion zwischen TMV und Tabak, der das Resi-
stenzgen N trägt, konnte dagegen die virale Repli-
kase als Auslöser der HR bestimmt werden (FRA-
SER 2000a). Es ist sogar möglich, dass verschiede-
ne Domänen ein und desselben viralen Proteins
als Auslöser für die HR fungieren; jeder Domäne
ist ein korrespondierendes Resistenzgen zuge-
ordnet. Dies konnten WEBER et al. (2004) am Bei-
spiel der Wechselwirkung des 30kDa Transport-
proteins des Tomato mosaic virus mit den Resi-
stenzgenen Tm-2 and Tm-22 zeigen.

Sobald im Avirulenzgen eine Mutation
auftritt, die die Tertiärstruktur des resultierenden
Proteins so beeinflusst, dass eine Interaktion mit
dem Rezeptor nicht mehr möglich ist, wird die
HR nicht mehr ausgelöst und die Resistenz ist
durchbrochen; es gibt Beispiele für das rasche
Durchbrechen derartiger Resistenzen (FRASER
2000a). Die Stabilität einer Resistenz, die auf ei-
ner Gen-für-Gen-Beziehung beruht, hängt dem-
nach stark von der Wahrscheinlichkeit von Mu-
tationen im Avr-Gen ab.

Es zeigt sich, dass die Pflanze mit den R-
Genen einen hochkomplexen, wirkungsvollen
Mechanismus zur Pathogenerkennung und -ab-
wehr entwickelt hat (s. Abb. 1.5–3) (HAMMOND-
KOSACK und PARKER 2003). Nicht alle Fragen, die
mit der Resistenz von Pflanzen gegenüber Patho-
genen verbunden sind, lassen sich damit jedoch
beantworten.

1.5.2 Überblick über die Hypersensibili-
tät von Prunus domestica L. gegen-
über PPV

KEGLER et al. (1985) berichten über un-
terschiedliche Resistenztypen bei der Europäi-
schen Pflaume gegen das Scharkavirus. Dabei be-
schreiben sie erstmalig bei dieser Pflanzenart eine
„Ausbreitungsresistenz“. Diese beobachteten sie
an der aus der Kreuzung ‘Kirke’×‘Persikovaja’2
am Moldauischen Wissenschaftlichen For-

schungsinstitut für Obstbau in Kischinjow ge-
züchteten ‘Kischinever Hybride 4‘, abgekürzt
‘K4’. Zunächst beobachteten sie, dass PPV-infi-
zierte Rindenschilde, die im Rahmen von Resi-
stenztests in Triebe von ‘K4’ veredelt wurden, ab-
gestoßen wurden; an der Veredlungsstelle traten
Nekrosen und Gummifluss auf. Diese Reaktionen
erinnern stark an diejenigen der Zierkirschensor-
te ‘Shirofugen’ (Prunus serrulata LINDL.) nach In-
fektion durch Ringfleckenviren der Kirsche (Pru-
nus necrotic ringspot virus) mittels chip budding.
Oberhalb der Veredlungsstelle befindliche Trieb-
teile von ‘K4’ starben meist ab. Wurden Edelrei-
ser von ‘K4’ auf PPV-infizierte Unterlagen ver-
edelt, so trieben diese zunächst aus. „Die 5 bis
7cm langen Triebe krümmten sich jedoch an den
Spitzen herab, verfärbten sich braun und starben
ab [...]. Die nach Rinden- und Reispfropfung auf-
getretenen Reaktionen deuten auf eine Überemp-
findlichkeitsreaktion hin.“ Über Blattläuse konn-
ten Pflanzen von ‘K4’ nicht mit PPV infiziert wer-
den. Allerdings traten die geschilderten
Reaktionen nicht nach Inokulation mit allen ge-
testeten PPV-Isolaten auf. Bei einigen Isolaten er-
krankte ‘K4’ systemisch und zeigte typische
Scharkasymptome. Die postulierte Hypersensibi-
lität von ‘K4’ gegenüber PPV ist also virusisolat-
spezifisch. Sie tritt nach Inokulation mit Isolaten
auf, die dem ‘CG’-Typ ähneln. Das Isolat ‘CG’
wird dem Stamm PPV-Rec zugerechnet. Es wur-
de von KEGLER in einem scharkakranken Baum
der Sorte ‘Cambridge Gage’ gefunden. Es gibt je-
doch auch Isolate, die zum D-Stamm gerechnet
werden und HR bei ‘K4’ auslösen; es besteht also
kein unmittelbarer Zusammenhang zwischen
Stammzuordnung und auslösender Wirkung der
HR (KEGLER et al. 2002).

‘K4’ wird von KEGLER et al. (1991) als „ab-
solut resistent“ gegen die PPV-Isolate bezeichnet,
die HR bedingen. Damit wollen die Autoren den
prinzipiellen Unterschied zur quantitatven PPV-
Resistenz hervorheben: In hypersensiblen Geno-
typen ist unter natürlichen Infektionsbedingun-
gen kein Virus nachweisbar, auch nicht in gerin-
gen Konzentrationen wie in quantitativ resisten-
ten Sorten. Der Hypersensibilität gegenüber
PPV, die zugleich zur Lokalisierung des Erregers
führt wie bei ‘K4’, messen KEGLER et al. (2002)
eine hohe epidemiologische Bedeutung bei: Sie

2 ‘Persikovaja’ ist ein Synonym für die Pflaumensorte
‘Königin Viktoria’.
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führt zu einer Verringerung der Infektionsquel-
len für PPV, da hypersensibel reagierende Geno-
typen zwar infiziert werden können, sich das Vi-
rus aber nicht systemisch verbreiten und die
Pflanze damit nicht als Infektionsquelle fungie-
ren kann.

KEGLER et al. (1991 und 2001) überprüf-
ten die Vererbung der Eigenschaft anhand einer
‘K4’-Nachkommenschaft aus freier Abblüte. Un-
gefähr ein Drittel der Nachkommen reagierte wie
die Muttersorte, ein Drittel zeigte starke Nekro-
sen auf den Blättern, war aber nicht in der Lage,
das Virus zu lokalisieren, und ein weiteres Drittel
zeigte typische Scharkasymptome. Diese Aussa-
gen gelten nur für Isolate, die bei ‘K4’ eine HR
auslösen.

KEGLER et al. (1991) ziehen den Schluss,
dass ‘K4’ und ‘Kirkes’ als Resistenzdonoren in der
Scharkaresistenzzüchtung geeignet sind. Ein ent-
scheidender Nachteil der Nutzung der Hypersen-
sibilität von ‘K4’ in der Züchtung und für den
Anbau ist die Virusstammspezifität ihrer Auslö-
sung.

HARTMANN (1997) berichtet von Hyper-
sensibilität gegenüber PPV in Hohenheimer Hy-
briden der Europäischen Pflaume, die aus Kreu-
zungen der Sorte ‘Ortenauer’ mit den Sorten
‘Stanley’, ‘Ruth Gerstetter’ und ‘Fellenberg’ her-
vorgingen und gleiche Anzeichen der HR zeigen
wie ‘K4’. Sie unterschieden sich in der Länge des
Austriebs von Edelreisern nach Pfropfung auf
scharkainfizierte Bäume. Der am stärksten hy-
persensibel reagierende Zuchtklon ‘Ortenauer×
Stanley13’ wurde später unter der Sortenbezeich-
nung ‘Jojo’ in die Praxis eingeführt. Tests mit ver-
schiedenen PPV-Isolaten zeigten, dass ‘Jojo’ hy-
persensibel gegen alle sechs Isolate reagiert, die
für Inokulationsversuche verwendet wurden; die-
se stammten aus verschiedenen Ländern Mittel-
und Osteuropas und sind teilweise dem M-, teil-
weise dem D-Stamm zuzuordnen (PETRUSCHKE
und SCHRÖDER 1999, HARTMANN und PE-
TRUSCHKE 2000). In langjährigen Feldtests konn-
te die Sorte ‘Jojo’ in keinem Fall über Blattläuse
mit PPV infiziert werden (HARTMANN 2002).

Die hypersensible Reaktion von ‘Jojo’ auf
PPV-Inokulation wurde von GRÜNTZIG et al.

(2001) bestätigt. Sie verwendeten andere PPV-
Isolate als PETRUSCHKE und SCHRÖDER (1999).
‘Jojo’ reagierte auch auf Inokulation mit Stäm-
men, die bei ‘K4’ eine systemische Infektion ver-
ursachen, hypersensibel. Bis heute liegen keine
Berichte über ein Durchbrechen der Resistenz
durch Hypersensibilität der Sorte ‘Jojo’ vor.

Die Hypersensibilität gegenüber PPV im
Hohenheimer Züchtungsmaterial scheint aus der
Sorte ‘Ortenauer’ zu kommen (HARTMANN
2001). Sie ist der bislang einzig bekannte Resi-
stenzmechanismus bei der Europäischen Pflau-
me, der eine absolute Resistenz der Bäume gegen
PPV im Feld gewährleistet und damit den Anbau
gesund bleibender Pflanzen in Scharkabefallsre-
gionen ermöglicht; sie verhindert zudem das Ein-
schleppen von Scharka in Befallsgebiete durch vi-
rusinfiziertes Vermehrungsmaterial.

1.5.3 Zielstellung der Untersuchungen

Die in der Sorte ‘Jojo’ determinierte Hy-
persensibilität gegenüber PPV hat gegenüber der
in ‘K4’ determinierten den bedeutenden Vorteil,
dass sie gegen ein breites Spektrum verschiedener
PPV-Isolate wirksam wird. Aus diesem Grund
stellt sie für die Züchtung von Kultursorten der
Europäischen Pflaume einen potentiell interes-
santen Donor für Scharkaresistenz dar, zumal an-
dere bekannte Resistenzmechanismen die Ver-
mehrung des Erregers in der Pflanze nicht in ver-
gleichbarer Weise begrenzen können (s. Kapitel
1.4.4.3 „Bewertung der Resultate der Scharkaresi-
stenzzüchtung“ auf S. 28). Bislang ist die Verer-
bung der auf Nachkommen der Sorte ‘Ortenauer’
zurückzuführenden Hypersensibilität nicht sy-
stematisch untersucht. Dies ist aber Vorausset-
zung dafür, diesen Resistenzmechanismus in der
Züchtung effektiv zu nutzen. Die Züchtung resi-
stenter Sorten wurde bereits von ATANASOFF
(1935) als bestgeeigneter Weg zur Vermeidung
von Schäden durch das Scharkavirus erkannt.

Auch der Nachweis, dass es sich bei den
beschriebenen Symptomen tatsächlich um eine
hypersensible Reaktion der Pflanze auf den Erre-
gerbefall handelt, ist bislang nicht erbracht; KEG-
LER et al. (2001) und HARTMANN (2002) stützen
ihre Aussagen lediglich auf visuell fassbare Ab-
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sterbeerscheinungen nach massiver Inokulation
mit PPV. Der Nachweis von für die HR charakte-
ristischen stoffwechselphysiologischen Indikato-
ren (s. Kapitel 1.5.1 „Die pflanzliche Hypersensi-
bilitätsreaktion“ auf S. 32) steht bisher aus.

Die vorliegende Arbeit soll Antwort auf
folgende Fragen geben:

1 Welche Ausprägungsformen der Hyper-
sensibilität der Europäischen Pflaume ge-
genüber PPV gibt es?

2 Welche Veränderungen im Blattgewebe
hypersensibler Genotypen treten nach ei-
ner Infektion mit PPV auf? Handelt es
sich dabei um eine hypersensible Reak-

tion? Kann die Pflanze damit die Aus-
breitung des Virus verhindern?

3 Können hypersensible Genotypen effek-
tiv in der Züchtung auf Scharkaresistenz
eingesetzt werden?

4 Wie können molekulare Marker entwik-
kelt werden, mit deren Hilfe auf PPV-In-
fektion hypersensibel reagierende Geno-
typen in Kreuzungsnachkommenschaf-
ten zuverlässig selektiert werden können?

Anhand dieser Fragestellungen soll abge-
schätzt werden, welches Potential die Nutzung
der Resistenz durch Hypersensibilität der Euro-
päischen Pflaume gegenüber PPV für die Züch-
tung und den Anbau hat.
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Ausprägungsformen der Hypersensibilität gegenüber PPV
2 Ausprägungsformen der Hyper-
sensibilität gegenüber PPV

Die Ausprägung der Hypersensibilität
der Sorte ‘Jojo’ gegenüber PPV wurde von HART-
MANN (1997) und PETRUSCHKE und SCHRÖDER
(1999) detailliert beschrieben. HARTMANN (2001)
verweist auf ein umfangreiches Kreuzungspro-
gramm an der Universität Hohenheim mit dem
Ziel, die Hypersensibilität der Sorte ‘Jojo’ (=
‘Ort×Stan13’) und des aus der gleichen Kreu-
zungskombination hervorgegangenen Zucht-
klons ‘Ort×Stan34’ in Genotypen der Europäi-
schen Pflaume mit verschiedenen Reifezeiten
und Verwertungseigenschaften zu übertragen. 

Ziel der vorliegenden Untersuchungen
war es, die Ausprägungsformen der Hypersensi-

bilität gegenüber PPV in Nachkommenschaften
ausgewählter Zuchtpopulationen aus dem ge-
nannten Züchtungsprogramm zu untersuchen
und so die Variabilität des Merkmals zu erfassen.
Dies bildet die Voraussetzung für die Untersu-
chungen sowohl zur Auswirkung der HR auf die
Interaktion zwischen PPV und Pflanze als auch
zur Vererbung des Merkmals.

Darüberhinaus sollte die Bedeutung der
Inokulationsmethode und des verwendeten Vi-
rusisolats als mögliche Einflussfaktoren auf die
Ausprägung der Hypersensibilität überprüft wer-
den.
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2.1 Variabilität des Merkmals „Hypersensiblität“ in Kreuzungsnachkom-
menschaften

Bislang liegen Beschreibungen über die
Hypersensibilität der Europäischen Pflaume ge-
genüber PPV nur von wenigen Genotypen vor (s.
Kapitel 1.5.2 „Überblick über die Hypersensibili-
tät von Prunus domestica L. gegenüber PPV“ auf
S. 37). Um die gesamte Bandbreite möglicher
Ausprägungsformen zu erfassen, wurden Nach-
kommen verschiedener Kreuzungskombinatio-
nen mit jeweils mindestens einem hypersensiblen
Elternteil auf diese Eigenschaft hin untersucht.

Material und Methoden

Doppelveredlungen im Gewächshaus. i Die zu
testenden Genotypen wurden im Januar 2003
bzw. 2004 in Anlehnung an die von KEGLER et al.
(1994) beschriebene Methode auf virusfreie Säm-
linge der Myrobalane (Prunus cerasifera ERH.)
mit einem scharkainfizierten Edelreis als Zwi-
schenveredlung gepfropft. Dazu wurde eine Ver-
edlungsmaschine (Modell Topgrafter der Firma
Raggett Industries, Neuseeland) verwendet. Rei-
ser für die Zwischenveredlung wurden von seit
Jahren mit PPV-D infizierten Bäumen aus Schar-
kaversuchsanlagen in Weil der Stadt, Breisach
und Ortenberg gewonnen, deren starker Befall
durch mehrjährige Bonituren im Vorfeld der Rei-
sernahme gesichert war. (Für Untersuchungen
mit anderen Virusisolaten sei auf Kapitel 2.2.2 auf
S. 58 verwiesen.) Es fanden Reiser folgender Sor-
ten Verwendung: ‘Auerbacher’, ‘Cacaks Frucht-
bare’, ‘Cacaks Frühe’, ‘Cacaks Schöne’, ‘Elena’,
‘Hanita’, ‘Hauszwetsche, Typ Wolff’, ‘Hoh 1061’,
‘Hoh 1022’, ‘Katinka’, ‘Pitestean’, ‘Tegera’ und
‘Valjevka’. Für sämtliche Nachkommen einer
Kreuzungskombination wurden Reiser der glei-
chen Zwischenveredlungssorte verwendet. Die
Edelreiser der zu testenden Genotypen wurden
im Dezember im Züchtungsquartier der Univer-
sität Hohenheim geschnitten und bis zur Vered-
lung in einer Kühlzelle bei 4°C gelagert. Je Geno-
typ wurden drei Doppelveredlungen angefertigt.
Insgesamt wurden 1167 verschiedene Genotypen
in je drei Wiederholungen untersucht (s. Tab.
2.1–1). 

Tab. 2.1–1   Auf Hypersensibilität untersuchte Kreu-
zungsnachkommenschaften mit der jeweiligen
Anzahl der getesteten Hybriden. Hypersensible
Genotypen sind durch Farbdruck hervorgehoben.

Kreuzungskombination Zwischen-
veredlung Anzahl

Hoh 4465 × Jojo Hoh 1061 58

Hoh 4515 × Jojo Elena 63

Cacaks Beste × (Ort×Stan 34)a C. Fruchtbare 14

Cacaks Fruchtbare × (Ort×Stan 34) Katinka 30

Cacaks Schöne × (Ort×Stan 34) C. Schöne 9

Elena × (Ort×Stan 34) Hauszwetsche 63

Fellenberg × Jojo Elena 20

Hanita × Jojo Hanita 52

Jojo × Haganta Hanita 7

Jojo × Hoh 1468 C. Frühe 70

Jojo × Hoh 4465 C. Schöne 14

Jojo × Cacaks Fruchtbare Auerbacher 62

Jojo × Fellenberg Hoh 1022 76

Jojo × Felsina Hoh 1022 91

Jojo × Hanita Pitestan 49

Jojo × Hauszwetsche, Typ Gunser Hanita 20

Jojo × Hauszwetsche, Typ Schüfer Auerbacher 31

Jojo × Jojo Tegera 33

Jojo × Katinka Valjevka 51

Jojo × Klon 108 Tegera 68

Jojo × Klon 128 Tegera 43

Jojo × (Ort×Gerst 17)b Hanita 14

Jojo × Presenta Katinka 77

Jojo × Zwintschers Frühe Katinka 47

(Ort×Stan 34) × Hanita C. Fruchtbare 43

(Ort×Stan 34) × Jojo Katinka 47

Anzahl der geprüften Elternsorten der
Kreuzungskombinationen und sonstigen
Genotypen aus dem Zuchtquartier

15

Summe 1167

a ‘Ort×Stan 34’ ist der Hohenheimer Zuchtklon Nr. 34 aus
der Kreuzungskombination ‘Ortenauer’×‘Stanley’.

b ‘Ort×Gerst 17’ ist der Hohenheimer Zuchtklon Nr. 17 aus
der Kreuzungskombination ‘Ortenauer’×‘Ruth Gerstetter’.
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Kulturmaßnahmen. Nach der Veredlung wur-
den die Pflanzen – entsprechend dem Arbeitsab-
lauf – drei bis zwanzig Tage in der Kühlzelle bei
4°C gelagert. Anfang Februar 2003 bzw. 2004
wurden sie in Rosentöpfe mit einem Fassungs-
vermögen von 3 Litern in Torf-Ton-Substrat
(Hawita Ton-Substrat 2) getopft und in einem
beheizbaren Foliengewächshaus der Versuchs-
station für Gartenbau der Universität Hohen-
heim aufgestellt (Temperaturregime: Tmaximal Tag:
10°C, Lüftung ab 15°C, Tminimal Nacht: 10°C; nach
zwei Wochen: Tmaximal Tag: 15°C, Lüftung ab
19°C, Tminimal Nacht: 10°C; Tag von 8 bis 22 Uhr).
Frostspanner, Blattläuse, Rostmilben und Mehl-
tau wurden mit handelsüblichen Pflanzenschutz-
mitteln bekämpft. Nährionen wurden bei Bedarf
dem Gießwasser zugesetzt (Flory 3 und Kalkam-
monsalpeter, EC-Wert 2,9 mS/cm).

Unterlagenaustriebe wurden laufend ent-
fernt. Austriebe der Zwischenveredlung wurden
dekapitiert, nachdem sich an den Sprossen drei
Blätter entwickelt hatten. Die Austriebe der Edel-
reiser der zu testenden Genotypen wurden dem
natürlichen Wuchs überlassen.

Bonituren. Sämtliche Pflanzen wurden 10 und
13 Wochen nach dem Topfen hinsichtlich ihrer
Reaktion auf PPV-Inokulation durch Doppel-
pfropfung bonitiert. In Tab. 2.1–2 sind die boni-
tierten Merkmale, deren Ausprägungsformen
und die zugeordneten Boniturwerte aufgeführt.
Die Boniturwerte liegen stets zwischen 0 als Mi-
nimalwert und – abhängig vom Merkmal – 1, 3
bzw. 5 als Maximalwert. Lediglich bei der Länge
des Triebes nach Triebspitzendürre beginnt die
Boniturskala erst beim Wert 1, da ein Wert von 0
„kein Austrieb“ bedeutete, was eine Bewertung
der anderen Merkmale ausschlösse. Bewertet
wurden nur Sorten-Unterlagen-Kombinationen,
die gut verwachsen waren und an denen die Blät-
ter der sich an der Zwischenveredlung bildenden
Sprosse deutliche Scharkasymptome zeigten.

Virusnachweis. Neben den visuellen Tests wurde
in Einzelfällen (so bei undeutlich ausgeprägten
Symptomen und bei scharkasymptomfreiem
Neuaustrieb von Edelreisern nach Triebspitzen-
dürre (s. u.)) mit Immunocapture-RT-PCR (IC-
RT-PCR) und Double Antibody Sandwich ELISA

(DAS-ELISA) auf Anwesenheit von PPV im
pflanzlichen Gewebe getestet. Die IC-RT-PCR
wurde mit der von WETZEL et al. (1992) beschrie-
benen Methode durchgeführt. Verwendet wurde
folgendes Primerpaar, mit dem PPV nicht-
stammspezifisch nachgewiesen werden kann:

• 5’–ACCGAGACCACTACACTCCC–3’ 

• 5’–CAGACTACAGCCTCGCCAGA–3’

Serologisch wurde PPV mit dem DAS-
ELISA nachgewiesen. Die Methode basiert auf
Angaben von CLARK und ADAMS (1977) und ist
detailliert beschrieben in den Nachweismetho-
den für Quarantäneschaderreger der European
and Mediterranean Plant Protection Organizati-
on (EPPO 2004).

Histologische Untersuchungen. i Um die Ent-
wicklung scharkavirusbedingter Rindennekrosen
näher zu charakterisieren, wurden mikroskopi-
sche Schnitte durch Sprosse angefertigt und ge-
färbt. Je vier Sprosse pro Rindennekrosenboni-
turstufe wurden von verschiedenen Genotypen,
ohne deren Zugehörigkeit zu bestimmten Kreu-
zungspopulationen zu berücksichtigen, entnom-
men und sofort in glutaraldehyd- und formalde-
hydhaltigen Phostphatpuffer (pH 7,3) als Fixier-
lösung (KARNOVSKY 1965) überführt. Im Spross
vorhandene Lufteinschlüsse wurden enfernt, in-
dem diese durch Anlegen von Unterdruck (bis
15mbar) durch Fixierlösung ersetzt wurden. Un-
terdruck wurde so lange angelegt, bis keine Luft-
blasen aus dem pflanzlichen Gewebe mehr entwi-
chen. Fixiert wurde bei 4°C für mindestens 24
Stunden. Anschließend wurden die Objekte in
aufsteigender Ethanolreihe (20/40/60/80/90/96
Vol.-%, jeweils eine Stunde pro Ethanolstufe)
entwässert.
Die dehydrierten Proben wurden in Kunstharz
eingebettet. Hierzu wurden sie 24 Stunden in ei-
nem Gemisch aus Glycolmethacrylat und Me-
thylmethacrylat1 (1:1) unter leichtem Schwenken
inkubiert und anschließend nach der von RUD-
DELL (1967a, b) entwickelten und von HERMANNS

1 Glycolmethacrylat (GMA) = (2-Hydroxyethyl)-me-
thacrylat, Methylmethacrylat (MMA) = Methacryl-
säuremethylester
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Tab. 2.1–2   Bonitierte Merkmale und deren Ausprägungsformen (TSD=Triebspitzendürre, ZV=Zwischenveredlung)

Veredlungsbestandteil Merkmal Merkmalsausprägung Boniturwert
Zwischenveredlung Stärke des Austriebs kein Austrieb 0

schwach 1
mittelstark 2
stark 3

Scharkasymptome auf der Blattspreite ohne 0
sehr geringe 1
geringe 2
mittelstarke 3
starke 4
sehr starke 5

zu testender Genotyp Rindennekrosen am Spross (Austrieb) ohne 0
(„Edelsorte“) einige nekrotische Flecke 1

nekrotische Flecke 2
längliche nekrotische Streifen 3
über mehrere Nodien reichende nekrotische Streifen 4
von der Basis bis zur Spitze reichende nekrotische Streifen 5

Nekrosen der Blattspreite ohne 0
einzelne nekrotische Flecke nahe bei den Blattadern 1
einzelne nekrotische Flecke über die Spreite verteilt 2
große nekrotische Flecke 3
ineinanderlaufende nekrotische Bereiche 4
Spreite fast vollständig nekrotisch 5

Schrotschusssymptom ohne 0
mit 1

TSD am kränksten Trieb ohne 0
beginnende Welke 1
Welke 2
Welke, erste Blätter trocknen ein 3
einige Gewebebereiche des Sprosses noch grün 4
Spross vollständig eingetrocknet 5

Länge des Triebes mit stärkster TSD nach längerer Wachstumsphase abgestorben 1
länger als ZV-Austrieb 2
etwa so lange wie ZV-Austrieb 3
kürzer als ZV-Austrieb 4
unmittelbar nach dem Austrieb abgestorben (<3 cm) 5

TSD am gesündesten Trieb ohne 0
beginnende Welke 1
Welke 2
Welke, erste Blätter trocknen ein 3
einige Gewebebereiche des Sprosses noch grün 4
Spross vollständig eingetrocknet 5

Länge des Triebes mit geringster TSD nach längerer Wachstumsphase abgestorben 1
länger als ZV-Austrieb 2
etwa so lange wie ZV-Austrieb 3
kürzer als ZV-Austrieb 4
unmittelbar nach dem Austrieb abgestorben (<3 cm) 5

Neuaustrieb nach TSD ohne Neuaustrieb 0
mit Neuaustrieb 1

Scharkasymptome auf der Blattspreite ohne 0
sehr geringe 1
geringe 2
mittelstarke 3
starke 4
sehr starke 5

Oberfläche der Blattspreite genotyptypisch glatt 0
einseitig leicht gewellt 1
ganze Spreite leicht gewellt 2
gewellt 3
stark gewellt 4
gekräuselt 5
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und SCHULZ (1981) modifizierten Methode ein-
gebettet. Als Monomere des Kunstharzes wurden
die beiden oben genannten Substanzen verwen-
det, als Beschleuniger des Polymerisationspro-
zesses Benzoylperoxid und N,N-Dimethylanilin
sowie als Weichmacher Polyethylenglycol 400
und Ethenglycolmonobuthylether (Buthylgly-
col). Die Polymerisation erfolgte in Polyethylen-
mulden. Alle Schritte (bis auf die Überführung
der Objekte in die Mulden) wurden bei 4°C aus-
geführt. Nach einer Polymerisationszeit von 48
Stunden wurden die Kunstharzblöcke aus den
Mulden entnommen.
Mit Hartmetallmessern wurden mit dem Mikro-
tom Supercut 2050 (Reichert-Jung) Semidünn-
schnitte mit einer Dicke von 5μm angefertigt und
auf Objektträger überführt. Anschließend wur-
den die Objekte für 12 Stunden bei 40°C getrock-
net.
Die Schnitte wurden in Astrablau-Chrysoidin-
Neufuchsin (ACN)-Lösung wie folgt gefärbt
(nach ETZOLD 2002, modifiziert): 0,5g Astrablau
(Merck) wurde in 100ml angesäuertem Wasser
(97,5ml destilliertem Wasser mit 2,5ml Essigsäu-
re) gelöst, ebenso 1g Chrysoidin (Chroma) und
0,1g Neufuchsin (Merck) in jeweils 100ml destil-
liertem Wasser. Die separaten Lösungen wurden
im Verhältnis Astrablau:Chrysoidin:Neufuchsin
= 20:1:1 gemischt. In dieser ACN-Färbelösung
wurden die Objektträger mit den Semidünn-
schnitten 5 bis 10 min inkubiert und danach
ebensolange in Leitungswasser differenziert. Die
Objekte wurden bei 40°C getrocknet und mit Eu-
kitt als Einschlussmittel zu Dauerpräparaten wei-
terverarbeitet. Die Präparate wurden mit einem
Mikroskop des Typs Axiophot (Zeiss) mit Plan-
Apochochromat-Objektiven (Zeiss) untersucht.
Verholzte Zellwände wurden mit ACN-Lösung
rot, unverholzte intensiv blau und lipophile Cut-
in- und Suberinstrukturen gelb-orange gefärbt.

Ergebnisse und Diskussion

Die Edelreiser begannen etwa sechs Wochen
nach dem Aufstellen im Foliengewächshaus aus-
zutreiben. Anfänglich traten zwischen den Geno-
typen keinerlei Unterschiede auf. Nachdem die
Sprosse eine Länge von ca. 3cm erreicht hatten,
zeigten sich erste Abweichungen zwischen den

unterschiedlichen Genotypen. Innerhalb der
Wiederholungen reagierten die Pflanzen gleich-
förmig (s. Abb. 2.2–1A auf S. 57).

Triebspitzendürre. Zehn Tage nach dem Aus-
trieb färbten sich die Sprossspitzen bei einigen
Genotypen olivgrün, teilweise zusätzlich leicht
rot. Die Blätter an der Triebspitze zeigten Wel-
keerscheinungen, häufig krümmte sich die Ter-
minale bogenförmig nach unten. Innerhalb weni-
ger Tage nekrotisierte die gesamte Triebspitze,
schließlich starb der gesamte Spross ab (Trieb-
spitzendürre). In Einzelfällen bildeten sich am
Edelreis an der Basis der verdorrten Sprosse neue
Knospen, die nachfolgend austrieben. Derart rea-
gierten die Hybriden ‘Hoh 5913’, ‘Hoh 5925’,
‘Hoh 5951’, ‘Hoh 6087’, ‘Hoh 5265’, ‘Hoh 5331’,
‘Hoh 4648’, ‘Hoh 5944’ und ‘Hoh 6570’. Die sich
aus den Knospen entwickelnden Triebe starben
teilweise sehr rasch nach dem Austrieb ab, zum
Teil aber erst nach mehreren Monaten, teilweise
erst nach einer Dormanzphase (Winterruhe). So-
lange diese Neuaustriebe keine Triebspitzendürre
zeigten, konnte das Virus darin weder mittels IC-
PCR noch mittels DAS-ELISA im pflanzlichen
Gewebe nachgewiesen werden.

Symptome der Triebspitzendürre traten
bei vielen Genotypen nicht unmittelbar nach
dem Austrieb, sondern erst einige Wochen da-
nach bei einer Sprosslänge zwischen 5 und 30 cm,
vereinzelt bei noch längeren Sprossen auf. Bei ei-
nigen Genotypen starb nur die Triebspitze ab; die
Triebbasis wies in diesen Fällen meist starke Rin-
dennekrosen auf. Vereinzelt welkte die Triebspit-
ze, und einige Blätter nahe der Terminale starben
ab, die Triebspitze trieb aber erneut durch. Die
meisten der derart reagierenden Pflanzen zeigten
starke Blattspreitennekrosen.

Sowohl im Hinblick auf den Zeitpunkt
des Einsetzens als auch hinsichtlich der Intensität
der Triebspitzendürre gab es zwischen den Geno-
typen große Unterschiede. In Abb. 2.1–1 und
Abb. 2.1–2 sind exemplarisch Ausprägungsfor-
men der Triebspitzendürre dargestellt. 

Rindennekrosen am Spross. Bei einigen Geno-
typen traten am primären Abschlussgewebe der
sich bildenden Sprossachsen Nekrosen auf. Diese
wurden zunächst als feine, braun-schwarze Lini-
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Abb. 2.1–1   Entwicklung der Triebspitzendürre bei hypersensiblen Genotypen nach Doppelpfropfung mit
PPV-infizierter Zwischenveredlung. A Junge Blätter färben sich olivgrün und rötlich (‘Hoh 7460’, Boniturstu-
fe 1). B Triebspitze beginnt zu welken (‘Hoh 7460’, Boniturstufe 2). C Triebspitze krümmt sich hakenförmig.
Häufig bilden sich starke Rindennekrosen. (‘Hoh 5944’, Boniturstufe 3). D/E/F Von der Triebspitze her
stirbt der Neuaustrieb ab (‘Hoh 6372’, Boniturstufe 4). G/H Die Sprosse sind vollständig abgestorben (‘Hoh
7342’, Boniturstufe 5).
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en sichtbar, die senkrecht zum Sprossquerschnitt
verliefen. Diese weiteten sich schließlich aus, mit-
unter reichten sie von der Triebbasis bis zur
Triebspitze. Infolge gestörten Wachstums
krümmte sich die Triebspitze in Richtung der
Seite, auf der die Sprossachse nekrotisierte. Diese
Verkrümmung ist nicht mit der bei Triebspitzen-
dürre auftretenden gleichzusetzen, welche oft
eine reine Welkeerscheinung ist. Blätter, deren
Ansatzpunkte am Spross sich im Bereich der Ne-
krosen befanden, starben ab. Die Nekrosen blie-
ben teilweise fadendünn, teilweise umfassten sie
schließlich die gesamte Sprossachse, was zum
Absterben des terminal darüber liegenden Teils

des Sprosses führte. Bisweilen trat am Rand der
Nekrosen Gummifluss auf.

In einigen Fällen zeigten sich Nekrosen
erst nach dem Verholzen des Triebes. Im Peri-
derm bildeten sich feine bis grobe Risse und mit-
unter bis tief ins Xylem reichende Spalten. Bei
milderem Verlauf der Symptomausprägung wur-
de das Periderm triebumgreifend schuppenartig
abgestoßen (s. Abb. 2.1–3).

Ausgangspunkt für die Nekrosen waren
das Kambium und angrenzende Bereiche, wie hi-
stologische Schnitte durch den Spross zeigen.
Entlang des kambialen Rings starben weitere Zel-

Abb. 2.1–2   Besonderheiten bei der Entwicklung der Triebspitzendürre hypersensibler Genotypen nach
Doppelpfropfung mit PPV-infizierter Zwischenveredlung. A Nach dem Absterben sämtlicher Neuaustriebe
am Edelreis bildet sich an der Triebbasis eine neue Knospe, welche austreibt (‘Hoh 6372’). B Die daraus
hervorgehenden Triebe sind frei von Symptomen, meist kann kein Virus darin nachgewiesen werden (‘Hoh
6372’). C Die gleiche Entwicklung kann auch durch unvollständiges Absterben des Triebes und Neuaus-
trieb aus Blattachselknospen erfolgen (‘Hoh 6029’). D/E Nach mehreren Monaten ungestörten Wachs-
tums (D) oder einer Dormanzphase (E) zeigen zunächst einige Zweige Triebspitzendürre, später stirbt das
gesamte aufveredelte Reis ab (‘Hoh 5971’).
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Abb. 2.1–3   Ausprägungsformen von Rindennekrosen. A Rindennekrose im frühen Stadium (‘Hoh 6022’,
Boniturstufe 1). B Wie A, fünf Tage später (Boniturstufe 2). C dünne, linienförmige Nekrose (Pfeil). Blätter
mit Ansatzpunkt im nekrotischen Bereich sterben ab (‘Hoh 5944’, Boniturstufe 3). D/E/F Rindennekrosen
bei ‘Hoh 5942’, ‘Hoh 6019’ und ‘Hoh 7117’ (Boniturstufe 4). G Das äußere Abschlussgewebe am einjähri-
gen Spross wird schuppenförmig abgestoßen (‘Hoh 6512’, Boniturstufe 4). H/I/J/K/L Rindennekrosen ver-
schiedener Ausprägungen (Erläuterungen s. Text) (‘Hoh 5016’, ‘Hoh 5920’ (mit Gummifluss), ‘Hoh 5942’
(J/K, mit bis ins Xylem reichenden Spalten) und ‘Hoh 6999’ (mit abblätterndem Periderm)).
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len ab, nachfolgend auch Zellen des Phloems und
der Epidermis. Selbst Xylemgefäße kollabierten
schließlich. Im einigen Fällen umfasste die Ne-
krose schließlich den gesamten Spross. In Abb.
2.1–4 sind Querschnitte durch einen Spross mit
Rindennekrosen dargestellt.

Nekrosen der Blattspreite. iBei vielen Genoty-
pen zeigten sich auf der Blattspreite Nekrosen.
Oft entstanden diese so schnell, dass kaum eine
chlorotische Phase vorgeschaltet war. Die Nekro-
sen entstanden stets entlang von Blattadern hö-
herer oder niedriger Ordnung, fast nie nahmen
sie in Interkostalfeldern ihren Anfang.

Teilweise bedeckten die Flächen, die ne-
krotisierten, nur einen geringen Teil der Blatts-
preite. Die Nekrosen waren in diesem Fall punkt-
oder streifenförmig, nur selten fanden sich beide
Typen an einem Genotyp. Vereinzelt ging der
Nekrotisierung eine auffallende Rotfärbung der
entsprechenden Gewebebereiche voraus.

Die Mehrzahl der Genotypen, die Nekro-
sen entwickelten, zeigten diese als unregelmäßige
Flecke auf der Blattspreite, die sich aufgrund des
großflächigen Gewebezusammenbruchs auffal-
lend kräuselte. Mitunter breiteten sich die nekro-
tisierenden Flächen mit zunehmendem Blattalter
weiter aus, so dass sich einzelne Flecke zu zusam-
menhängenden großen Flächen abgestorbenen
Gewebes verbanden. Derartige Blätter wurden
vorzeitig abgestoßen. 

Scharkasymptome auf der Blattspreite. i Einige
Gentoypen bildeten typische Scharkasymptome
auf der Blattspreite aus (s. Kapitel 1.3.2.2 „Symp-
tome“ auf S. 10). Vereinzelt wurden die typi-
schen, hellgrün gefärbten Flecke stark chlorotisch
und bedeckten mehr als zwei Drittel der Blatt-
spreitenoberfläche (s. Abb. 2.1–6F).

Veränderungen im Wuchsverhalten. i Hinsicht-
lich des vegetativen Wachstums ließen sich zwei
Grundtypen unterscheiden (s. Abb. 2.1–7):

1 Die Stärke des Triebwachstums und der
Habitus waren nicht beeinträchtigt. Vor
allem Genotypen, die mit typischen
Scharkasymptomen auf der Blattspreite
(sämtliche Boniturstufen) und leichten
Blatt- und Rindennekrosen (Boniturstu-

Abb. 2.1–4   Querschnitt durch einen Spross mit
Rindennekrosen (‘Hoh 7355’). Abgestorbene Zel-
len sind gelb-orange gefärbt (ACN-Färbung). A An-
fangsstadium. B Fünf Tage später: Der nekroti-
sche Gewebebereich ist vergrößert, halbseitig
bricht das Gewebe am Spross zusammen. C Über-
gangsbereich zwischen gesundem und abgestor-
benem Gewebe. D Ausgangspunkt der Nekrosen
sind Zellen des Kambiums (Pfeil) und benachbar-
te Zellen.
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fen 1 und 2) reagierten, bildeten diese
Gruppe.

2 Das Triebwachstum war reduziert, die
Sprossachsen waren gestaucht. Derartig
reagierten vor allem Genotypen mit mitt-
leren und starken Blattspreiten- und Rin-
dennekrosen (Boniturstufen 3–5).

Hypersensibilität als quantitatives Merkmal.
Die Variabilität des Merkmals Hypersensibilität
gegenüber PPV zwischen verschiedenen Genoty-
pen ist sehr hoch. In jeder der untersuchten
Nachkommenschaften konnten einerseits Hybri-
den gefunden werden, die typische Scharkasym-

ptome ausprägten ohne jeden Hinweis auf das
Vorliegen von Hypersensibilität, andererseits
aber auch Hybriden, die eindeutige Anzeichen
von Hypersensibilität zeigten. Dazwischenlie-
gend gab es eine große Gruppe von Genotypen,
die Nekrosen an Blättern oder Sprossen entwik-
kelten, aber nicht mit Triebspitzendürre reagier-
ten.

KEGLER et al. (1991) berichten, dass auch
in einer Nachkommenschaft, die aus freier Ab-
blüte der gegenüber bestimmten PPV-Isolaten
hypersensibel reagierenden Sorte ‘K4’ entstanden
war, Genotypen mit unterschiedlicher Ausprä-
gung der Hypersensibilität vorkamen. Sie teilten

Abb. 2.1–5   Beispiele für schwache Blattspreitennekrosen (Boniturstufe 1). Die Nekrosen entstehen stets
nahe der Blattadern. Sie sind scharf vom gesunden Gewebe abgegrenzt. A/B/C/D punktförmige Nekrosen
(‘Hoh 5306’). E/F streifenförmige Nekrosen (‘Hoh 5310’).
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die Genotypen phänotypisch allerdings nur in
zwei Gruppen ein: in Genotypen mit arttypischen
Scharkasymptomen beziehungsweise mit nekro-
tischen Reaktionen. Die im vorliegenden Ver-
such erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass bei
Nachkommen der Sorte ‘Jojo’ und des Geschwi-
sterzuchtklons ‘Ort×Stan34’ eine stärkere Auf-
spaltung im Hinblick auf das Merkmal Hypersen-
sibilität vorliegt, die die Bildung von vier Grup-
pen (Hypersensibilitätsklassen (HK)) rechtfer-
tigt:

1 Genotypen ohne Anzeichen von Hyper-
sensibilität (HK 0)
Diese bilden in aller Regel Scharkasymp-
tome auf der Blattspreite aus. In den we-
nigen Fällen, in denen keine Symptome
ausgeprägt wurden, konnte zumindest
mittels IC-PCR PPV im pflanzlichen Ge-
webe nachgewiesen werden. Somit konn-
te bei keinem der 1167 untersuchten Ge-
notypen Immunität nachgewiesen wer-
den. Dies steht im Einklang mit der von
HARTMANN und PETRUSCHKE (2000) so-
wie GRÜNTZIG et al. (2001) formulierten

Abb. 2.1–6   Ausprägungsformen der Blattspreitennekrosen. A/B Starke Blattspreitennekrosen führen
zum Abwerfen der betroffenen Blätter (‘Hoh 6742’ und ‘Hoh 7412’). C Boniturstufe 3 (‘Hoh 7199’) D Boni-
turstufe 5 (‘Hoh 6744’) E Die Form der Blattspreitennekrosen auf einem Blatt kann variieren (‘Hoh 6789’).
F Extrem stark ausgeprägte Chlorosen bei ‘Hoh 5355’, Nekrosen fehlen. G Um die scharkatypischen chlo-
rotischen Flecke bilden sich Nekrosen (Boniturstufe 2, ‘Hoh 7399‘). H Einzelne Nekrosen auf der Blatt-
spreite von ‘Hoh 7558’ (Boniturstufe 1). I Blattspreite großflächig nekrotisch (Boniturstufe 5, ‘Hoh 7409’).
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Vermutung, dass bei der Europäischen
Pflaume keine PPV-immunen Formen
existieren.

2 Genotypen mit schwach ausgeprägter
Hypersensibilität (HK 1)
Hierzu zählen Hybriden, die mit Blatt-
spreiten- und/oder leichten Rindenne-
krosen auf massive PPV-Inokulation rea-
gieren. Meist prägen sie zusätzlich typi-
sche Scharkasymptome auf der Blatt-
spreite aus. Triebspitzendürre tritt bei
Genotypen dieser Gruppe nicht auf. Die
Blattspreite ist oftmals gekräuselt und der
Habitus der Pflanzen gestaucht.

3 Genotypen mit normal ausgeprägter
Hypersensibilität (HK 2)
Diese zeigen stets Triebspitzendürre und
Rindennekrosen, oft auch Blattspreiten-
nekrosen. Typische Scharkasymptome
auf der Blattspreite fehlen. Die Triebspit-
zendürre führt nicht zum Absterben des
gesamten Sprosses, am basalen Bereich
können einige gesunde Gewebebereiche
verbleiben.

4 Genotypen mit stark ausgeprägter Hy-
persensibilität (HK 3)
In diese Gruppe fallen alle Hybriden, bei
denen sehr schnell Triebspitzendürre

einsetzt und die Triebe vollständig ab-
sterben (jeweils Boniturstufe 5).

Die Übergänge zwischen diesen Gruppen
sind fließend. Konstatiert werden kann, dass die
Hypersensibilität der Europäischen Pflaume ge-
genüber PPV phänotypisch als quantitatives
Merkmal einzustufen ist. Dies steht im Wider-
spruch zu der von KEGLER et al. (1986) postulier-
ten These, dass die Hypersensibilität eine qualita-
tive Resistenz ist, bei der nur eine Ja/Nein-Reak-
tion möglich ist (s. S. 23). Später allerdings
relativierten KEGLER et al. (2001) diese von ihnen
getroffene Aussage, indem sie am Beispiel der be-
reits erwähnten Nachkommenschaft von ‘K4’
mehrere Gruppen mit unterschiedlichem Hyper-
sensibilitätsgrad bildeten. Die vorliegenden Er-
gebnisse sprechen dafür, eine differenzierte
Gruppenbildung vorzunehmen.

Der quantitative Charakter der Hyper-
sensibilität gegenüber PPV ist in Abb. 2.1–8 zu-
sammenfassend zum Ausdruck gebracht. Es gibt
fließende Übergänge zwischen sensiblen und hy-
persensiblen Genotypen. Die Merkmale, die zur
Unterscheidung zwischen diesen beiden Formen
und damit zur Bildung von Gruppen unter-
schiedlichen Hypersensibilitätsgrades herange-
zogen werden können, sind in der Abbildung
aufgeführt. Da die Pflanzen ein und desselben

Abb. 2.1–7   Veränderungen im Wuchsverhalten. A Bei ‘Hoh 7101’ ist nach PPV-Inokulation durch Doppel-
veredlung keine Beeinträchtigung des Wuchsverhaltens festzustellen. B ‘Hoh 7084’ reagiert mit einer
Stauchung der Sprossachse, die Blattspreiten sind gekräuselt. C ‘Hoh 6241’ zeigt ebenfalls verkürztes Län-
genwachstum, die Blattspreite ist stark gezahnt, schmal und spitz. D Bei ‘Hoh 7347’ ist die Sprossachse
sehr stark verkürzt, die Internodien sind nur wenige Millimeter lang. 
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Genotyps gleichförmig reagieren, kann geschlos-
sen werden, dass die beobachtbaren Unterschie-
de zwischen den Genotypen genetisch determi-
niert sind.

Neuaustrieb nach Triebspitzendürre. i Einige
Genotypen bildeten nach Triebspitzendürre neue
Knospen. Die Sprosse, die sich daraus entwickel-
ten, zeigten über mehrere Monate hinweg keine
Symptome von Hypersensibilität oder Sensibili-
tät gegenüber PPV. In dieser Zeit konnte kein Vi-
rus in den Sprossen nachgewiesen werden, ob-
wohl die Zwischenveredlung stark infiziert war.
Über ein derartiges Verhalten der Europäischen
Pflaume gegenüber PPV wurde bislang nicht be-
richtet. Der aufveredelte hypersensible Genotyp
muss also über einen Mechanismus verfügen, der
die Ausbreitung des Virus vom Zwischenvered-
lungsreis in die Triebe unterbindet. (Mögliche
Resistenzstrategien sind in Kapitel 1.4.3 „Mecha-
nismen der Virusresistenz“ auf S. 23ff. vorge-
stellt.) Diese Mechanismen reichen aber offen-
sichtlich nicht aus, um die Infektion des hyper-
sensiblen Genotyps aus dem Zwischenvered-
lungsreis dauerhaft zu verhindern. Früher oder
später bilden die Neuaustriebe Rindennekrosen
und sterben ab. Dennoch ist es vorstellbar, dass
diese Form der Resistenz eine natürliche Infekti-
on im Feld verhindern kann, denn hier wirkt auf
die Pflanzen kein vergleichbar permanenter und
massiver Infektionsdruck wie im geschilderten
Testsystem ein. Einschränkend muss bemerkt
werden, dass der Neuaustrieb nach Triebspitzen-

dürre nicht bei allen Pflanzen desselben Geno-
typs beobachtbar war. Bei der Ausprägung dieses
Reaktionstyps scheinen bislang unbekannte Fak-
toren eine Rolle zu spielen.

Reaktionsstärke im Vergleich zu ‘Jojo’. i Die
phänotypisch fassbare hypersensible Reaktion
der Sorte ‘Jojo’ gegenüber PPV wurde von HART-
MANN (1997), PETRUSCHKE und SCHRÖDER
(1999) und HARTMANN und PETRUSCHKE (2002)
detailliert beschrieben (s. Kapitel 1.5.2 „Über-
blick über die Hypersensibilität von Prunus do-
mestica L. gegenüber PPV“ auf S. 37) und von
GRÜNTZIG et al. (2001) bestätigt. Auch in den
vorliegenden Untersuchungen reagierte ‘Jojo’ in
entsprechender Weise. Keinesfalls aber zeigte
diese Sorte die schnellste und heftigste Reaktion
aller geprüften Genotypen. Darin wurde sie von
verschiedenen Hybriden wie ‘Hoh 6563’ und
‘Hoh 6587’ übertroffen. Dies zeigt, dass Nach-
kommen von ‘Jojo’ einen höheren Hypersensibi-
litätsgrad als diese selbst besitzen können (s. auch
Tab. 2.1–4 auf S. 54).

Entwicklung eines Hypersensibilitätsindex und
daraus abgeleiteter Hypersensiblitätsklassen.
Von mehr als 1150 Genotypen wurden die in
Tab. 2.1–2 auf S. 44 aufgeführten Merkmale er-
fasst. Die Beobachtungen zeigen die genotypisch
fixierte Variabilität des Merkmals Hypersensibi-
lität. Um den Grad der Hypersensibilität eines
Genotyps im Vergleich zu anderen darzustellen,
wurde aus den Boniturdaten in Anlehnung an
den von BIVOL et al. (1987) vorgestellten Krank-
heitsindex ein Hypersensibilitätsindex berechnet.
Die erhobenen Boniturdaten sind ordinalskaliert.
Je höher der Boniturwert ist, desto höher ist der
Beitrag, den das bonitierte Merkmal zur Hyper-
sensibilität des bonitierten Genotyps leistet.

Aus den bonitierten Merkmalen wurden
diejenigen ausgewählt, die zum Komplex Hyper-
sensibilität einen entscheidenden Beitrag leisten:
die Blattspreitennekrosen, die Rindennekrosen
und die Triebspitzendürre. Diese Merkmale ha-
ben einen in der genannten Reihenfolge zuneh-
menden Einfluss auf den Komplex Hypersensibi-
lität (s. Abb. 2.1–8). Unter Berücksichtigung die-
ses Sachverhalts wurde für jede bonitierte

Abb. 2.1–8   Merkmale der Hypersensiblilität in
Gegenüberstellung zur Sensibilität (Empfindlich-
keit) gegenüber PPV. Diese Merkmalsunterschie-
de treten nur bei Veredlung auf scharkabefallene
Pflanzen auf.
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Doppelpfropfung der Hypersensibilitätsindex
(HI) nach folgender Gleichung errechnet:

(1)

mit

(2)

m gibt jeweils den ermittelten Bonitur-
wert an, die Indices stehen für die bonitierten
Merkmale (TSDkr: Triebspitzendürre des kränk-
sten Sprosses, TSDges: Triebspitzendürre des ge-
sündesten Sprosses, RN: Rindennekrosen, BSN:
Blattspreitennekrosen, L(TDSkr) : Länge des krän-
kesten Triebes mit Triebspitzendürre, L(TDSges) :
Länge des gesündesten Triebes mit Triebspitzen-
dürre). nx ist der maximal mögliche Boniturwert
für das jeweilige Merkmal x (z. B. nL: maximal
möglicher Boniturwert für das Merkmal „Länge
des Triebs mit TSD“). Im vorliegenden Fall hat nx
immer den Wert 5 (s. Tab. 2.1–2 auf S. 44).

Gleichung (1) besteht letztlich aus drei
Einzelindices: dem Index der Triebspitzendürre
(TI), der zehnfach gewichtet wird, dem Rinden-
nekrosenindex, der zweifach gewichtet wird, und
dem Blattspreitennekrosenindex, der einfach in
die Gleichung eingeht. Jeder der Einzelindices
kann einen Wert zwischen 0 und 1 annehmen, da
die Boniturdaten jeweils durch den höchsten
Wert, den sie annehmen können, dividiert wer-
den und somit relative Werte sind.

Der TI wird aus den vier einzelnen Boni-
turdaten, die sich auf die Triebspitzendürre be-
ziehen, errechnet (s. Gleichung (2)): In ihn gehen
die Boniturstufen des kränksten und des gesün-
desten Triebs und die jeweiligen Längen der Trie-
be ein. Der Boniturwert der Triebspitzendürre
wird zweifach gewichtet, da die Ausprägung der
Triebspitzendürre gegenüber der Länge des
Triebs eine größere Bedeutung zur Einschätzung
der Hypersensibilität besitzt. Aus den beiden
Werten für die Triebspitzendürre des kränksten
und des gesündesten Triebs wird das arithmeti-
sche Mittel gebildet, das in die Formel zur Be-
rechnung des HI eingeht.

Der HI eines Genotyps kann einen Wert
zwischen 0 und 1 annehmen. Bei einem Wert von
0 zeigt die Pflanze keinerlei Anzeichen von Hy-
persensibilität, bei einem Wert von 1 sind alle
Merkmale, deren Boniturwerte in die Gleichung
eingehen, so ausgeprägt, dass sie auf eine starke
Hypersensibilität gegenüber PPV schließen las-
sen. Die Gewichtung der Boniturwerte der einzel-
nen Merkmale ist so ausgelegt, dass sich die in
Tab. 2.1–3 dargestellten Zuordnungen zu den be-
reits vorgestellten Hypersensibilitätsklassen tref-
fen lassen.

In der nachfolgenden Tab. 2.1–4 sind ex-
emplarisch die HI und HK für einige untersuchte
Genotypen wiedergegeben. 

HI
10 TI⋅ 2

mRN
nRN
----------⋅

mBSN
nBSN
-------------+ +

13-------------------------------------------------------------=

TI

2mTSDkr mL TSDkr( )+

2nTSD nL+--------------------------------------------------
2mTSDges mL TSDges( )+

2nTSD nL+-----------------------------------------------------+

2--------------------------------------------------------------------------------------------------------------=

Tab. 2.1–3   Zuordnung von Genotypen der Euro-
päischen Pflaume zu Hypersensibilitätsklassen
(HK) in Abhängigkeit vom Hypersensibilitätsindex
(HI)

Wert für HI Reaktion gegenüber PPV HK

[0,00; 0,10[ normal empfindlich 0

[0,10; 0,40[ schwach hypersensibel 1

[0,40; 0,70[ normal hypersensibel 2
[0,70; 1,00] stark hypersensibel 3

Tab. 2.1–4   Hypersensibilitätsindices (HI) und
Hypersensibilitätsklassen (HK) ausgewählter Geno-
typena

a Die angegebenen Daten beruhen auf einem Ver-
such mit PPV-Inokulation durch Doppelpfropfung.
Die Reaktion der Pflanzen wurden insgesamt fünf
Monate lang beobachtet. Die Sorte ‘Felsina’ rea-
giert in Langzeitversuchen häufig mit Rindenne-
krosen. Es kann angenommen werden, dass sich
für ‘Felsina’ bei längerer Standzeit des Versuchs
für HI ein höherer Wert als 0,00 ergeben hätte.

Genotyp (ggf. Kreuzungskombination) HI HK
Cacaks Fruchtbare 0,00 0
Felsina 0,00 0
Hoh 4465 (Hanita×(Ort×Stan34)) 0,93 3
Hoh 5363 (Jojo×Presenta) 0,11 1
Hoh 4517 (Elena×(Ort×Stan34)) 0,76 3
Hoh 6587 ((Ort×Stan34)×Jojo) 1,00 3
Jojo 0,71 3
Katinka 0,00 0
Klon 108 (K4 frei abgeblüht) 0,48 2
Klon 128 (K4 frei abgeblüht) 0,68 2
Ort×Gerst17 0,72 3
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2.2 Testsysteme

Das Resultat eines Resistenztests hängt
wesentlich von der verwendeten Testmethode ab
(s. Kapitel 1.4.4.1 „Resistenzprüfung“ auf S. 24).
Um die Ausprägungsformen der Hypersensibili-
tät gegenüber PPV zu beschreiben, ist es daher
notwendig, Ergebnisse aus verschiedenen Testsy-
stemen zu betrachten und miteinander zu ver-
gleichen. Hierzu wurden die Art der Inokulation
mit dem Virus und das verwendete Virusisolat als
Einflussgrößen auf die Hypersensibilität der Eu-
ropäischen Pflaume gegenüber dem Scharakavi-
rus untersucht.

2.2.1 Pfropfungen auf scharkainfizierte 
Bäume im Freiland

Material und Methoden

Achtundsechzig der im Gewächshaus durch
Doppelveredlung getesteten Genotypen wurden
in drei Wiederholungen auf zehnjährige, mit
PPV-D seit Jahren infizierte Bäume in der Schar-
kaversuchsanlage der Landesanstalt für Pflanzen-
schutz Stuttgart in Weil der Stadt veredelt. Zum
Teil wurden die Edelreiser Anfang Mai hinter die
Rinde gepfropft, zum Teil Anfang April mit ei-

nem Gerät des Modells Topgrafter auf einjährige
Triebe der Bäume veredelt. Die Edelreiser eines
Genotyps wurden auf jeweils zwei verschiedene
Bäume verteilt. Auf einen Baum wurden bis zu
zehn verschiedene Genotypen veredelt. Bonitu-
ren erfolgten Ende Juni und Anfang August. Das
Boniturschema ist in Tab. 2.1–2 auf S. 44 angege-
ben. Aus den Boniturdaten wurde der Hypersen-
sibilitätsindex als arithmetisches Mittel der In-
dices der Wiederholungen errechnet und daraus
die Hypersensibilitätsklasse abgeleitet. Diese Da-
ten wurden mit den analog errechneten Werten
aus der Prüfung der Genotypen durch Doppel-
pfropfung im Gewächshaus (s. Kapitel 2.1 „Va-
riabilität des Merkmals „Hypersensiblität“ in
Kreuzungsnachkommenschaften“ auf S. 42) ver-
glichen.

Ergebnisse und Diskussion

Sämtliche Ausprägungsformen der Hypersensi-
bilität, die an Pflanzen im Testsystem „Doppel-
pfropfung im Gewächshaus“ beobachtet wurden
(s. S. 50ff.), traten auch bei Propfung im Freiland
auf (s. Abb. 2.2–1). Ein Einfluss der Veredlungs-
art war nicht feststellbar. 

Tab. 2.2–1   Vergleich der Testsysteme „Doppelpfropfung im Gewächshaus (GH)“ und „Veredlung auf schar-
kabefallene Bäume im Freiland“ anhand der in beiden Testsystemen ermittelten Hypersensibilitätsindices
und Hypersensibilitätsklassen

Kreuzungs-
kombination

Zuchtklon 
Hoh Nr.

Hypersensibilitätsindex Hypersensibilitätsklasse
GH Freiland Differenza GH Freiland Differenza

Hoh 4465×Jojo 7909 0,00 0,00 0,00 0 0 0
7918 0,93 0,87 0,07 3 3 0
7935 1,00 0,96 0,04 3 3 0
7938 1,00 0,93 0,07 3 3 0
7945 1,00 0,93 0,07 3 3 0
7957 1,00 0,93 0,07 3 3 0
7960 1,00 0,89 0,11 3 3 0
7973 0,94 0,94 0,00 3 3 0
7975 0,82 0,94 0,12 3 3 0

Hoh 4515×Jojo 8003 0,00 0,00 0,00 0 0 0
8013 0,59 0,42 0,16 2 2 0
8022 0,00 0,00 0,00 0 0 0

Elena×(Ort×Stan34) 4543 0,87 0,90 0,03 3 3 0
4601 0,77 0,74 0,02 3 3 0
4608 0,90 0,78 0,12 3 3 0
4632 0,90 0,52 0,38 3 2 1
4648 0,93 0,93 0,00 3 3 0
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Fellenberg×Jojo 6601 0,88 0,84 0,05 3 3 0
6603 0,93 0,89 0,05 3 3 0
6621 1,00 0,81 0,19 3 3 0
6625 1,00 0,93 0,07 3 3 0
6627 0,82 0,81 0,01 3 3 0

Hanita×Jojo 5910 0,74 0,79 0,04 3 3 0
5911 0,72 0,90 0,18 3 3 0
5912 0,80 0,90 0,10 3 3 0
5925 0,83 0,79 0,04 3 3 0
5928 1,00 0,88 0,12 3 3 0
5933 0,86 0,83 0,03 3 3 0
5942 0,80 0,88 0,08 3 3 0
5944 0,95 1,00 0,05 3 3 0
5953 0,90 0,07 0,83 3 0 3

Jojo×Hoh 4465 7736 1,00 0,87 0,13 3 3 0
7761 0,60 0,00 0,60 2 0 2
7762 0,80 0,87 0,07 3 3 0

Jojo×Fellenberg 7493 0,88 0,75 0,13 3 3 0
7489 0,48 0,83 0,35 2 3 1

Jojo×Felsina 6404 0,03 0,05 0,02 0 0 0
7350 0,15 0,13 0,02 1 1 0

Jojo×Hanita 6021 0,76 0,88 0,12 3 3 0
6372 0,96 1,00 0,04 3 3 0

Jojo×Katinka 6726 1,00 0,77 0,23 3 3 0
6759 0,06 0,10 0,04 0 1 1

Jojo×Klon 108 6868 0,08 0,10 0,02 0 1 1
6869 0,03 0,00 0,03 0 0 0

Jojo×Klon 128 6968 0,06 0,11 0,05 0 1 1
Jojo×Presenta 5276 0,85 0,89 0,04 3 3 0

5278 0,00 0,00 0,00 0 0 0
5350 0,46 0,85 0,39 2 3 1
5357 0,79 0,80 0,01 3 3 0

Jojo×Zwintschers 
Frühe

6415 0,97 1,00 0,03 3 3 0
6423 1,00 0,94 0,06 3 3 0
6484 1,00 0,68 0,32 3 2 1
6494 0,82 0,90 0,08 3 3 0
6495 0,85 0,91 0,06 3 3 0
6501 0,87 0,95 0,08 3 3 0

(Ort×Stan 34) ×Hanita 4444 1,00 0,94 0,06 3 3 0
4455 0,03 0,90 0,87 0 3 3
4470 0,79 0,89 0,10 3 3 0
4478 0,90 0,86 0,04 3 3 0
4484 0,80 0,82 0,02 3 3 0
4495 0,88 0,46 0,42 3 2 1
4500 1,00 0,82 0,18 3 3 0
4505 0,95 0,89 0,06 3 3 0
4580 1,00 0,92 0,08 3 3 0

(Ort×Stan 34)×Jojo 6557 1,00 0,83 0,17 3 3 0
6567 1,00 0,89 0,11 3 3 0
6570 1,00 0,46 0,54 3 2 1
6591 0,59 0,52 0,07 2 2 0

Mittelwert 0,13
a Die Differenz gibt den absoluten Unterschied zwischen den Hypersensibilitätsindices bzw. Hypersensibilitätsklas-

sen der beiden Varianten (GH und Freiland) eines Genotyps an. Die Zahlen sind auf zwei Stellen gerundet.

Tab. 2.2–1   Vergleich der Testsysteme „Doppelpfropfung im Gewächshaus (GH)“ und „Veredlung auf schar-
kabefallene Bäume im Freiland“ anhand der in beiden Testsystemen ermittelten Hypersensibilitätsindices
und Hypersensibilitätsklassen

Kreuzungs-
kombination

Zuchtklon 
Hoh Nr.

Hypersensibilitätsindex Hypersensibilitätsklasse
GH Freiland Differenza GH Freiland Differenza
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In Tab. 2.2–1 sind für die 68 im Gewächs-
haus und im Freiland getesteten Genotypen die
im jeweiligen Testsystem ermittelten HI und HK
angegeben. Wie daraus ersichtlich ist, wurden 56
(82,4%) der 68 überprüften Genotypen mit bei-

den Testmethoden der gleichen HK und 9
(13,2%) einer nächstliegenden Klasse zugeord-
net. Da die Bildung der HK aus dem HI abgeleitet
wird, ist eine derartige Abweichung um eine Re-
sistenzklasse naturgemäß möglich. Bei drei der

Abb. 2.2–1   Spezielle Aspekte der Triebspitzendürre als Reaktion auf PPV-Infektion. A Bei gleichem Inoku-
lum und konstanten Umweltfaktoren erfolgt die Reaktion auf PPV-Befall gleichförmig: Alle drei Pflanzen
(Wiederholungen) des Genotyps ‘Hoh 4640’ zeigen nach Inokulation durch Doppelpfropfung gleich stark
ausgeprägte Triebspitzendürre. B ‘Hoh 4455’ nach Pfropfung auf PPV-infizierten Baum des Zuchtklons
‘Hoh 1022’: Der Austrieb des Edelreises stirbt ab. C/D ‘Hoh 4470’ als Doppelveredlung im Foliengewächs-
haus (C) und als Pfropfung auf scharkainfizierten Baum des Zuchtklons ‘Hoh 1022’ (D): Der hypersensible
Genotyp reagiert jeweils gleichförmig mit Triebspitzendürre. E/F An Austrieben von Propfungen auf schar-
kabefallene Bäume entwicklen sich die gleichen Symptome von Hypersensibilität wie bei Doppelpfropfung:
Triebspitzendürre der Boniturstufe 4 (E, ‘Hoh 7905’) und Blattspreitennekrosen der Boniturstufe 3 (F, ‘Hoh
7919’). G Scharkainfiziertes Edelreis der Sorte ‘Elena’, veredelt auf einen Baum des hypersensiblen Zucht-
klons ‘Hoh 4517’: Das scharkainifzierte Edelreis wird abgestoßen.
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neun betreffenden Genotypen war die Differenz
der HI zwischen den Testsystemen nicht größer
als 0,05.

Nur in drei Fällen (4,4%) war die Diffe-
renz der HI bei den Varianten eines Genotyps so
groß, dass die gleichen Hybriden beim einem
Testverfahren als nicht hypersensibel oder
schwach hypersensibel, beim anderen als normal
oder stark hypersensibel eingestuft wurden. Bei
einem Genotyp ergab sich im Freilandtest, bei
zweien im Gewächshaustest die Einordnung in
die höhere HK. Es kann daher nicht gefolgert
werden, dass eine der beiden Testmethoden Ge-
notypen tendentiell als stärker oder als schwächer
hypersensibel einstufte.

Beide Testsysteme sind demnach gleich
gut für die Bewertung der Hypersensibilität eines
Genotyps gegenüber PPV geeignet. Ergebnisse,
die mit den beiden verschiedenen Methoden er-
zielt wurden, können miteinander verglichen
werden.

2.2.2 Einfluss des Virusisolats und der 
Inokulationsmethode

Die Hybride ‘K4’ reagiert nur gegenüber
bestimmten Isolaten des Scharkavirus mit einer
hypersensiblen Reaktion (KEGLER et al. 1991).
Die hypersensible Sorte ‘Jojo’ leitet nach Inokula-
tion mit allen bislang getesteten PPV-Isolaten
eine HR ein (PETRUSCHKE und SCHRÖDER 1999,
GRÜNTZIG et al. 2001). Ziel der Untersuchungen
war es, Pflanzen der Sorte ‘Jojo’ mit bislang für
Hypersensibilitätstests nicht verwendeten Isola-
ten des Scharkavirus zu inokulieren, um zu te-
sten, ob die Hypersensibilitätsresistenz von ein-
zelnen Isolaten durchbrochen werden kann.
Hierfür wurde mit der Inokulation durch Rin-
denspäne eine weitere Testmethode verwendet,
die mit der Inokulation durch Doppelpfropfung
verglichen wurde. Zudem wurde untersucht, ob
Nachkommen der Sorte ‘Jojo’ unterschiedlich auf
Inokulation mit verschiedenen Virusstämmen
reagieren.

2.2.2.1 Einfluss des Virusisolats auf die 
Auslösung und den Verlauf der HR bei 
der Sorte ‘Jojo’

Material und Methoden

Einjährige, unverzweigte Veredlungen der Sorte
‘Jojo’ auf Myrobalanensämlingen als Unterlage
wurden im Januar mit je vier Rindenspänen in-
okuliert. Diese wurden Edelreisern verschiedener
Herkünfte der Europäischen Pflaume entnom-
men, die von scharkainfizierten Bäumen stamm-
ten. Sechs verschiedene Scharkavirusisolate (s.
Tab. 2.2–2) wurden in jeweils vier Wiederholun-
gen als Inokulum verwendet. Zur Kontrolle der
Infektiosität der zur Inokulation bestimmten
Edelreiser wurden Rindenschilde eines jeden Vi-
rusisolats zusätzlich in je zwei einjährige Bäume
der sensiblen Sorten ‘Hauszwetsche, Typ Schüfer’
und ‘Cacaks Fruchtbare’ veredelt. Die Bäume
wurden im Gewächshaus aufgestellt und wie in
Kapitel 2.1 „Variabilität des Merkmals „Hyper-
sensiblität“ in Kreuzungsnachkommenschaften“
auf S. 42 beschrieben kultiviert. Der Virusnach-
weis an Blättern der inokulierten Pflanzen wurde
drei Montate nach dem Austrieb mit DAS-ELISA
und IC-PCR durchgeführt.

Ergebnisse

Sämtliche zur Kontrolle verwendeten Bäume der
Sorten ‘Hauszwetsche, Typ Schüfer’ und ‘Cacaks
Fruchtbare’ zeigten ab der sechsten Woche nach
der Inokulation deutliche Blattsymptome der
Scharkakrankheit. Die Symptomstärke schwank-
te zwischen den PPV-Varianten. Die stärksten
Symptome wurden bei beiden Genotypen bei den
Isolaten ‘Tschechien 3’ und ‘CG’ ausgeprägt, die
geringsten beim Isolat ‘Tschechien 1’. Die restli-
chen Isolate nahmen eine Mittelstellung ein.

Die Reaktion der Sorte ‘Jojo’ auf Inokula-
tion mittels chip budding ist in Tab. 2.2–2 darge-
stellt. Sämtliche Virusisolate lösten die HR aus.
Zu bemerken ist, dass es Unterschiede in der Re-
aktionsgeschwindigkeit gab. Beim Isolat ‘Tsche-
chien 3’ zeigten sich Rindennekrosen und Trieb-
spitzendürre 10 Tage früher als bei den anderen
Isolaten. Auf der Blattspreite waren keine Schar-
kasymptome sichtbar. Keiner der Bäume starb
vollständig ab. Triebspitzendürre und Rindenne-
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krosen zeigten vor allem diejenigen Sprosse, die
sich aus Knospen entwickelten, die den eingesetz-
ten Rindenspänen benachbart waren. Andere
Sprosse an derselben Pflanze enwickelten sich
völlig normal. Mit DAS-ELISA- und IC-PCR-
Tests konnte in ihnen kein Virus nachgewiesen
werden.

In seltenen Fällen zeigten Austriebe der
Unterlage (Myrobalane) Scharkasymptome. Dies
trat bei einer Pflanze auf, die mit dem Isolat
‘Tschechien 3’ inokuliert war. Blattspreitenne-
krosen traten nur selten und in schwacher Inten-
sität und dann nur in den ersten Tagen nach dem
Austrieb auf.

Die meisten der eingesetzten Rindenspä-
ne wurden ca. 10 Wochen nach der Veredlung
abgestoßen: Das Gewebe rund um die Chips ne-
krotisierte, teilweise trat Gummifluss auf,
schließlich starben die Rindenspäne ab (s. Abb.
2.2–2). Einige Chips verwuchsen dauerhaft und
wurden nicht abgestoßen. Da in deren Nachbar-
schaft die Austriebe keine Anzeichen von Hyper-
sensibilität zeigten, kann davon ausgegangen
werden, dass diese keine Viren enthielten.

Diskussion

Die Sorte ‘Jojo’ reagierte gegenüber allen sechs
getesteten Virusisolaten hypersensibel. Damit be-
stätigte sich die Beobachtung von PETRUSCHKE
und SCHRÖDER (1999) und GRÜNTZIG et al.
(2001), dass die HR bei ‘Jojo’ von verschiedenen
PPV-Isolaten ausgelöst wird. Das Isolat ‘CG’, das

bei ‘K4’ HR bedingt, verursacht diese auch bei
‘Jojo’. Die HR-auslösende Wirkung bei ‘Jojo’ ist
damit für insgesamt zwölf PPV-Isolate bestätigt:
Sechs  Isolate  wurden von den oben genannten
Autoren verwendet, sechs weitere im vorliegen-
den Versuch.

Einige Isolate verursachten rascher ein-
setzende und stärkere Hypersensibilitätsreaktio-
nen als andere. Möglich ist, dass dies mit der Vi-
ruskonzentration in den Rindenspänen zusam-
menhängt, also mit der Größe des auf die Pflanze
einwirkenden Inokulums. Beim Isolat ‘Tschechi-
en 2’ beispielsweise konnte keine Triebspitzen-
dürre beobachtet werden. Vermutlich war die Vi-
ruskonzentration in den für die Inokulation ver-
wendeten Rindenspänen zu niedrig. In jedem Fall
kam es auch bei diesem Isolat zu einer Isolierung
des Virus. Bemerkenswert ist, dass gerade dieje-
nigen Isolate, die eine schnelle und starke HR be-
dingten, bei empfindlichen Sorten (‘Cacaks
Fruchtbare’, ‘Hauszwetsche, Typ Schüfer’) be-
sonders starke Symptome auf der Blattspreite
hervorriefen. Dies ist Indiz dafür, dass sich diese
Isolate besonders rasch in der Pflanze vermehren
können. Diese Vermutungen bedürfen experi-
menteller Bestätigung.

Vereinzelt zeigten auch die Unterlagen
nach Inokulation von ‘Jojo’ mittels chip budding
Scharkasymptome. Das bedeutet, dass Viren aus
dem Inokulationschip über die Veredlungsstelle
ins Phloem (oder Xylem) und von dort aus Rich-
tung Wurzel gelangt sind. Dass es einen derarti-
gen Transportmechanismus gibt, wird auch von

Tab. 2.2–2   Reaktion der Sorte ‘Jojo’ auf Inokulation mit verschiedenen Scharkavirusisolaten mittels chip
budding (Erläuterung der Boniturwerte: s. Tab. 2.1–2 auf S. 44)

PPV-Isolat Stamm-
zuordnung

Triebspitzen-
dürre

Rinden-
nekrosen

Blattspreiten-
nekrosen

Rindenspäne 
abgestoßena

Tschechienb 1 PPV-D 5 5 0 +
Tschechien 2 PPV-Rec 0 4 1 +

Tschechien 3 PPV-M 5 5 0 +

CGc PPV-Rec 4 4 1 +
Weil der Stadt 1 PPV-D 4 4 0 +

Weil der Stadt 2 PPV-M 5 4 0 +

a +: Rindenspäne mehrheitlich abgestoßen, –: sämtliche Rindenspäne dauerhaft verwachsen, o: intermediär
b Die Isolate aus der Tschechischen Republik wurden freundlicherweise von J. Polák (Research Institute of Crop

Production, Division of Phytomedicine, Prag) zur Verfügung gestellt.
c Das Isolat ‘CG’ wurde freundlicherweise von H. Kegler, Aschersleben, zur Verfügung gestellt.
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der Tatsache bestätigt, dass Rindennekrosen und
Triebspitzendürre an Sprossen entstehen kön-
nen, die abseits der Inokulationsstelle liegen.

Sprosse unmittelbar neben der Inokulationsstelle
zeigen stets die stärksten Hypersensibilitätsreak-
tionen, was darauf hindeutet, dass die Viruskon-
zentration bei der Ausprägung der HR eine große
Rolle spielt.

Nach Inokulation durch Rindenspäne
reagiert die Sorte ‘Jojo’ mit wesentlich milderen
Hypersensibilitätsreaktionen als nach Inokulati-
on mittels Doppelpfropfung. Hier gilt es zu be-
achten, dass die Inokulation durch Doppelpfrop-
fung eine prinzipiell andere Testmethode dar-
stellt: Durch die infizierte Zwischenveredlung,
die der Phloem- und Xylemstrom passieren müs-
sen, erfolgt zwangsweise ein ständiger Virus-
nachschub in das aufveredelte Edelreis. Bei Chip-
inokulation kann der Rindenspan, der an sich be-
reits ein geringeres Inokulum enthält als ein
Zwischenveredlungsreis, vom hypersensiblen
Genotyp durch nekrotische Reaktionen abge-
schottet werden. Zudem ist für den Phloem- und
Xylemtransport nicht notwendigerweise die Pas-
sage des virusinfizierten Bereichs notwendig, so
dass der Viruseintrag in den Gewebebereich des
hypersensiblen Genotyps geringer ist. Die Inoku-
lation durch Doppelpfropfung eignet sich dem-
zufolge vor allem dazu, die Stärke der Absterbeer-
scheinungen zu prüfen, die ein Genotyp als Folge
der HR zeigt. Die Inokulation durch Rindenspä-
ne hingegen überprüft die Fähigkeit des Geno-
typs, die Vermehrung und Verbreitung des Virus
zu verhindern und es dauerhaft auf bestimmte
Gewebebereiche zu lokalisieren.

Soll ein Genotyp auf das Vorliegen von
Hypersensibilität getestet werden, ist die Metho-
de der Doppelpfropfung mit scharkainfizierter
Zwischenveredlung vorzuziehen: Sie ermöglicht
die Schaffung einheitlicherer Bedingungen als die
Inokulation durch Rindenspäne, und der aufver-
edelte Genotyp wird gezwungen, das gesamte ge-
netisch determinierte Abwehrpotential gegen die
Virusinokulation aufzuwenden. Liegt Hypersen-
sibilität vor, so ist es als zweiten Schritt ange-
bracht, durch chip budding oder durch Einver-
edeln eines oder mehrerer PPV-infizierter Edel-
reiser die Fähigkeit des Genotyps zur Lokalisie-
rung des Virus zu untersuchen.

Abb. 2.2–2   Reaktionen der Sorte ‘Jojo’ auf In-
okulation mit verschiedenen PPV-Isolaten mittels
chip budding. A Inokulation mit Isolat ‘Tschechien
3’. Der Spross unmittelbar über der Inokulations-
stelle stirbt ab, der entfernter gelegene entwickelt
sich völlig normal. B Derselbe Spross wie in A,
zehn Tage später. Inzwischen in der Austrieb völlig
abgestorben. Der Rindenspan, der zur Inokulation
verwendet wurde, wird abgestoßen (sichtbar am
Eintrocknen der Rinde). C Beginnende Rindenne-
krose nach Inokulation mit dem Isolat ‘Tschechien
2’.
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2.2.2.2 Einfluss des Virusstamms auf die 
Auslösung und den Verlauf der HR bei 
Nachkommen der Sorte ‘Jojo’

Material und Methoden

Sieben Hybriden aus dem Hohenheimer Züch-
tungsprogramm, sämtlich Nachkommen der
Sorte ‘Jojo’ oder ihres Geschwisterzuchtklons
‘Ort×Stan34’ (s. Tab. 2.2–3), wurden auf seit 10
Jahren scharkainfizierte Bäume der Sorte ‘Hanita’
in der Scharkaversuchsanlage Weil der Stadt ver-
edelt. Jeweils vier Edelreiser pro Genotyp wurden
auf einen mit einem Isolat des M-Stammes und
auf einen mit einem Isolat des D-Stammes infi-
zierten Baum veredelt. Es standen zwei Bäume
mit PPV-D und ein Baum mit PPV-M zur Verfü-
gung. Die Reiser eines Genotys wurden auf alle
drei Bäume verteilt (zwei Veredlungen auf je ei-
nem Baum mit PPV-D, vier Veredlungen auf
dem Baum mit PPV-M). Methodische Details
sind im Kapitel 2.2.1 „Pfropfungen auf schar-
kainfizierte Bäume im Freiland“ auf S. 55 be-
schrieben. Aus den Boniturdaten wurde der HI
und die HK für jeden Genotyp und jede PPV-
Stamm-Variante errechnet.

Ergebnisse und Diskussion

Zwischen den PPV-Stamm-Varianten traten kei-
ne erkennbaren Unterschiede in der Reaktion der
Genotypen auf. In Tab. 2.2–3 sind die aus den Bo-
niturdaten errechneten Hypersensibilitätsindices
und -klassen angegeben.

Die HI zwischen den Genotypen unter-
schieden sich nur geringfügig. Entsprechend
wurden die Genotypen in beiden Varianten in die
gleiche HK eingestuft. Die Daten belegen, dass
die Ausprägung der Hypersensibilität gegenüber
PPV auch bei den Nachkommen der Sorte ‘Jojo’
und des Zuchtklons ‘Ort×Stan34’ nicht oder nur
in geringem Umfang vom Virusstamm, der die
HR auslöst, abhängt. Weitere Isolate des Scharka-
virus sind zu prüfen.

2.2.3 Schlussfolgerungen

Nachkommen der Sorte ‘Jojo’ sowie ihres
Geschwisterzuchtklons ‘Ort×Stan34’ variieren
sehr stark hinsichtlich des Grades der von ihnen
ausgeprägten Hypersensibilität gegenüber PPV.
In den Nachkommenschaften treten empfindli-
che Genotypen ebenso auf wie solche, die stärker
hypersensibel reagieren als ‘Jojo’. Sämtliche
Übergänge zwischen diesen Extremen sind mög-
lich.

Für die Beurteilung des Hypersensibili-
tätsgrades eignen sich die Merkmale Blattsprei-
tennekrosen, Rindennekrosen und Triebspitzen-
dürre.

Die Berechung des Hypersensibilitätsin-
dexes und die daraus abgeleitete Zuordnung zu
Hypersensibilitätsklassen ermöglicht den unmit-
telbaren Vergleich von Genotypen hinsichtlich
ihres Hypersensibilitätsgrades und schafft eine

Tab. 2.2–3   Einfluss des PPV-Stammes auf die Hypersensibilitätsindices und -klassen verschiedener Nach-
kommen aus Kreuzungen mit den hypersensiblen Genotypen ‘Jojo’ und ‘Ort×Stan34’ als Elternteil

Kreuzungs-
kombination

Zuchtklon 
Hoh Nr.

Hypersensibilitätsindex Hypersensibilitätsklasse

PPV-D PPV-M Differenza PPV-D PPV-M Differenza

(Ort×Stan34)×Hanita 4571 0,87 0,89 0,02 3 3 0

Jojo×Presenta 5333 0,00 0,00 0,00 0 0 0
Jojo×Felsina 5381 0,95 0,96 0,01 3 3 0

Hanita×Jojo 5912 0,84 0,91 0,07 3 3 0

5925 0,87 0,91 0,04 3 3 0
5946 0,00 0,00 0,00 0 0 0

Jojo×Zwintschers Frühe 6482 0,90 0,87 0,03 3 3 0

a Die Differenz gibt den absoluten Unterschied zwischen den Hypersensibilitätsindices bzw. Hypersensibilitätsklas-
sen der beiden Varianten (PPV-D und PPV-M) eines Genotyps an. Die Zahlen sind auf zwei Stellen gerundet
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Basis für die nachvollziehbare Bewertung von
Einflussfaktoren auf die Hypersensibilität.

Der verwendete Virusstamm spielt bei
der Ausprägung der in der Sorte ‘Jojo’, ihrem Ge-
schwisterzuchtklon ‘Ort×Stan34’ und ihren
Nachkommen determinierten Hypersensibilität
eine untergeordnete Rolle. Diese Aussage kann
nicht verallgemeinert werden, da es Genotypen
wie ‘K4’ und deren Nachkommen gibt, bei denen
nur bestimmte Isolate des Scharkavirus HR aus-
lösen.

Entscheidenden Einfluss auf die Ausprä-
gung der HR hat die Inokulationsmethode. Best-

geeignet für Hypersensibilitätstests sind die Dop-
pelpfropfung mit scharkainfizierter Zwischen-
veredlung im Gewächshaus und die Veredlung
auf scharkabefallene Bäume im Freiland. Die Er-
gebnisse aus diesen beiden Testmethoden sind
miteinander vergleichbar. Nach Inokulation
durch Rindenspanveredlung verläuft die hyper-
sensible Reaktion der inokulierten Pflanze allge-
mein schwächer als bei den erstgenannten Test-
systemen. Hiermit kann die Fähigkeit eines hy-
persensibel reagierenden Genotyps, das Virus zu
lokalisieren, abgeschätzt werden.
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3 Nachweis und Auswirkungen der hyper-
sensiblen Reaktion gegenüber PPV

Die Einstufung der Absterbeerscheinun-
gen bestimmter Genotypen der Europäischen
Pflaume nach massiver Inokulation mit PPV als
hypersensible Reaktion geht auf makroskopische
Beobachtungen von KEGLER et al. (1985) zurück.

Mit den vorliegenden Untersuchungen sollten
die Hypersensibilitätsreaktion auf zellulärer Ebe-
ne nachgewiesen und deren Auswirkungen auf
die Abwehr des Virus untersucht werden.

3.1 Zelltod im Bereich der Veredlungsstelle

Zielstellung. Wird das Reis eines hypersensiblen
Genotyps auf eine scharkainfizierte Pflanze ver-
edelt, so stirbt das hypersensible Reis kurze Zeit
nach dessen Austrieb ab. Umgekehrt sterben die
Sprosse eines PPV-infizierten Edelreises nach
dem Austrieb ab, wenn es auf den Baum einer hy-
persensiblen Sorte veredelt wird (PETRUSCHKE
und SCHRÖDER 1999). Untersucht werden sollte,
ob es im Bereich der Veredlungsstelle Verände-
rungen gibt, die in Zusammenhang mit diesen
Erscheinungen stehen.

Material und Methoden

Anfang Januar 2003 wurden mit der Veredlungs-
maschine des Modells Topgrafter (s. S. 42) je 60
Reiser der Sorten ‘Jojo’, ‘Ortenauer’ und ‘K4’ auf
virusfreie Myrobalanensämlinge als Unterlage
veredelt. Es wurden lange Reiser mit mindestens
acht Knospen verwendet. Die Pflanzen wurden in
Torf-Ton-Substrat (Floraton 2 der Firma Flora-
gard) getopft und für fünf Tage bei 3°C im Saran-
gewächshaus der Landesanstalt für Pflanzen-
schutz Stuttgart aufgestellt. Danach wurde die
Temperatur auf 15°C erhöht (Lüftungstempera-
tur: 18°C). Austriebe der Unterlage wurden lau-

fend entfernt. Vier Wochen nach der Veredlung,
als die Edelreiser auszutreiben begannen, wurden
in jedes Edelreis fünf Rindenspäne der Sorte ‘Ha-
nita’ veredelt. Edelreiser mit nachfolgend ge-
nanntem Virusstatus wurden für die Gewinnung
der Rindenspäne verwendet: 

• PPV-frei (Baumschule Kiefer, Orten-
berg),

• infiziert mit PPV-M (Scharkaversuchsan-
lage Weil der Stadt, Landesanstalt für
Pflanzenschutz Stuttgart),

• infiziert mit PPV-D (Scharkaversuchsan-
lage Weil der Stadt, Landesanstalt für
Pflanzenschutz Stuttgart).

Von jeder Genotyp-Rindenspankombi-
nation wurden 20 Bäume veredelt.

Beginnend 17 Tage nach dem Einsetzen
der Chips, also etwa zu dem Zeitpunkt, zu dem
erste neu gebildete Zellen in den Veredlungsspalt
einwuchsen, wurden zweimal pro Woche je einer
Pflanze pro Variante Gewebeproben entnom-
men: Das Edelreis wurde von der Unterlage abge-
trennt, und die Sprossstücke mit den eingesetzten
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Rindenspänen wurden aus diesem herausge-
schnitten. Mit einem Skalpell wurde das
Sprosssegment so halbiert, dass sich der Rinden-
span auf einer Hälfte befand. Diese Sprossstück-
hälfte wurden fixiert und entwässert (s. S. 43).
Nach dem Entwässern wurden mit einer Bügelsä-
ge mit feinem Sägeblatt 3mm breite Querschnitte
der Sprossstückhälften angefertigt; diese wurden
eingebettet wie ab S. 43 beschrieben. Von den
Proben wurden je 16 Semidünnschnitte angefer-
tigt und diese mit ACN-Färbelösung gefärbt (s. S.
45). Zusätzlich wurden je vier Schnitte pro Vari-
ante mit Toluidinblau (GUTMANN 1995) und 6 M
butanolischer Schwefelsäure (GUTMANN 1993)
behandelt. Nach dem Trocknen wurden mit Eu-
kitt als Einschlussmittel Dauerpräparate herge-
stellt. Die Auswertung erfolgte mit den gleichen
optischen Geräten wie auf S. 45 beschrieben.

Ergebnisse

Bereits 17 Tage nach dem chip budding war der
Veredlungsspalt mit kallusartigem Gewebe ge-
füllt. In den ersten vier Wochen nach der Pfrop-
fung waren zwischen den Varianten keine Unter-
schiede in der Anatomie der Veredlungsstelle er-
kennbar. Im weiteren Verlauf akkumulierten im
Veredlungsspalt bei den Kombinationen ‘Hanita’
PPV-M und PPV-D auf ‘Jojo’ Phenylpropanoide
in Vakuolen von Zellreihen, die im Grenzbereich
zwischen den Geweben der beiden Genotypen la-
gen. Die Phenylpropanoide wurden mit ACN-
Färbung orange, mit Toluidinblau blau und
durch schwefelsaure Hydrolyse rot gefärbt. Etwa
fünf Tage später starben diese Zellen ab, was am
Zusammenbruch der zellulären Kompartimen-
tierung und der Auflösung der Zellgrenzen sicht-
bar wurde. Dadurch bildete sich eine nekrotische

Abb. 3.1–1   Histologische Schnitte durch die Veredlungsstelle (Chip der Sorte ‘Hanita’, infiziert mit PPV-D,
auf ‘Jojo’), sechs Wochen nach der Veredlung. A In Zellen im Grenzbereich zwischen den Geweben der bei-
den Veredlungspartner akkumulieren Phenylpropanoide (orange angefärbt). ACN-Färbung. B Vergrößerung
aus A. Einige Zelllagen kollabieren. In Zellen von ‘Jojo’ akkumulieren phenolische Substanzen. C Rotfär-
bung von Phenylpropanoiden nach saurer Hydrolyse. Nur in Zellen von ‘Jojo’ reichern sich phenolische
Komponenten an. D Blaufärbung von Phenylpropanoiden mit Toluidinblau zeigt das gleiche Resultat wie C.
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Linie, die den Veredlungsspalt durchzog. Nicht
immer war der gesamte Zellverband, der sich im
Veredlungsspalt gebildet hatte, gleichmäßig be-
troffen, so dass die nekrotische Linie von Berei-
chen gesunden Gewebes unterbrochen wurde.
Auch in der Veredlungskombination von ‘Hani-
ta’ PPV-M auf ‘K4’ konnte die Akkumulation von
Phenylpropanoiden und das Absterben von Zell-
reihen beobachtet werden. In den anderen Vari-
anten war dies nicht der Fall. Abb. 3.1–1 und
Abb. 3.1–2 zeigen histologische Schnitte durch
die Verwachsungszone an der Veredlungsstelle.

Die mikroskopisch sichtbaren Verände-
rungen spiegelten sich in den makroskopischen
Beobachtungen wider: Die Rindenspäne der
PPV-infizierten Varianten von ‘Hanita’ auf ‘Jojo’
und von ‘Hanita’ PPV-M auf ‘K4’ wurden nach
und nach abgestoßen, am schnellsten die Rinden-
späne der Variante ‘Hanita’ PPV-M auf ‘Jojo’. In
diesem Fall waren bereits acht Wochen nach der
Veredlung sämtliche Rindenspäne abgestorben.
Bei den anderen Varianten, die mit Absterbeer-
scheinungen im Gewebe des Veredlungsspalts
reagierten, starben die meisten Rindenspäne in
einem Zeitraum zwischen sechs und zwölf Wo-
chen nach der Veredlung ab. Das Gewebe der
Sorten ‘Jojo’ bzw. ‘K4’, das die Rindenspäne um-
gab, nekrotisierte in unregelmäßig breiten Strei-
fen um die Veredlungsstelle.  

Die Akkumulation phenolischer Kompo-
nenten und das Absterben von Zellverbänden im
Veredlungsspalt konnte bei Infektionen von ‘Jo-

jo’ mit beiden PPV-Stämmen beobachtet werden.
Im Falle von PPV-M setzte die Phenolakkumula-
tion nicht früher ein als bei PPV-D, sie schritt
aber rascher fort, und die Rindenspäne wurden
schneller abgestoßen als bei PPV-D. ‘K4’ reagier-
te nur nach Inokulation mit PPV-M wie ‘Jojo’, bei
Inokulation mit PPV-D wurde das Chip vom Ge-
webe der Sorte ‘K4’ nur sehr selten abgestoßen.
Bei ‘Ortenauer’ konnte nur nach Inokulation mit
PPV-M und auch dann nur sehr selten eine Phe-
nolakkumulation festgestellt werden (s. Tab. 3.1–
1). 

Diskussion

FRASER (1987) zählt die Akkumulation von Phe-
nylpropanoiden zu den ersten Ereignissen nach
dem Auslösen der HR: Zunächst kommt es zu ei-
ner Erhöhung der PAL-Aktivität und einem
nachfolgenden ersten Anstieg der Phenylpropa-
noidkonzentration in den Zellen. Sobald Nekro-
sen sichtbar werden, laufen die katalytischen Pro-
zesse des Shikimatwegs verstärkt ab, und es
kommt zu einem zweiten Anstieg der Phenol-
konzentration. Die vorliegenden Ergebnisse
sprechen dafür, dass bei der Hypersensibilität der
Europäischen Pflaume gegenüber PPV ähnliche
Prozesse ablaufen. Phenolinklusionen konnten
ausschließlich im hypersensiblen Genotyp nach-
gewiesen werden, nicht im Gewebe der PPV-sen-
siblen Sorte, außerdem nicht oder nur äußerst
selten in Gewebe der Sorte ‘Ortenauer’. Abster-
bende Zellen wurden stets neben Zellen gefun-

Tab. 3.1–1   Reaktion verschiedener Genotypen auf Inokulation mit PPV-D und PPV-M durch chip budding.
Die Phenolakkumulation und das Auftreten von Zelltod wurde aufgrund histologischer und histochemischer
Untersuchungen an der Veredlungsstelle bestimmt.

Sorte PPV-Stamm Phenolakkumulation Zelltod Chip abgestoßen

K4 Kontrolle nein nein nein

PPV-M ja ja ja

PPV-D vereinzelt vereinzelt vereinzelt

Jojo Kontrolle nein nein nein

PPV-M ja ja ja

PPV-D ja ja ja

Ortenauer Kontrolle nein nein nein

PPV-M vereinzelt nein vereinzelt

PPV-D nein nein nein
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den, die hohe Phenolgehalte aufwiesen. Der An-
stieg der Phenolkonzentration ging dem Zelltod
voraus.

Die Akkumulation von Phenylpropano-
iden und das Absterben von Zellverbänden trat in
jedem Fall erst einige Wochen nach der Verwach-
sung der beiden Veredlungspartner und damit
eine lange Zeitspanne, nachdem Zellen des hy-
persensiblen mit Zellen des virusinfizierten Ge-
notyps in engen Kontakt gekommen waren, auf.
Dabei wäre davon auszugehen, dass die HR nach
Pathogenkontakt rasch ausgelöst wird (HAM-
MOND-KOSACK und JONES 1996). Wenn die be-

obachteten Vorgänge bei der Europäischen
Pflaume eine HR darstellen, so ist nach der Ursa-
che für das zeitverzögerte Einsetzen des Zelltods
zu suchen.

Viren verbreiten sich in der Wirtspflanze
über Plasmodesmata und über Leitgefäße, insbe-
sondere das Phloem (KLUGE 1995). Meristemati-
sches Gewebe ist in vielen Fällen in zwei Felder
unterteilt: ein zentrales Feld und ein umgebendes
peripheres Feld. Zellen eines Feldes sind mitein-
ander über Plasmodesmata verbunden, nicht
aber die angrenzenden Zellen der beiden ver-
schiedenen Felder (ZAMBRYSKI und CRAWFORD

Abb. 3.1–2   Histologische Schnitte durch die Veredlungsstelle (Rindenspan der Sorte ‘Hanita’ auf ‘Jojo’).
ACN-Färbung. A ‘Hanita’ virusfrei (Kontrolle), sechs Wochen nach der Veredlung: ungestörte Verwachsung
der Veredlungspartner. B ‘Hanita’ PPV-D, sechs Wochen nach der Veredlung: Eine nekrotische Linie durch-
zieht das junge Gewebe im Veredlungsspalt (Pfeile). C ‘Hanita’ PPV-M, 17 Tage nach der Veredlung: Der
Veredlungsspalt ist gefüllt mit undifferenziertem Gewebe, es sind keine Abnormalitäten erkennbar. D ‘Hani-
ta’ PPV-M, sechs Wochen nach der Veredlung: Der Rindenspan ist durch eine Zone nekrotischen, abgestor-
benenen Gewebes (Pfeile) vom Veredlungspartner abgeschottet. Er wurde vom Veredlungspartner abge-
stossen und ist abgestorben. In einigen Gewebebereichen von ‘Jojo’ häufen sich Phenylpropanoide an, Zel-
len degenerieren (Kreis).
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2000). Diese Barriere könnte ein Grund dafür
sein, dass meristematische Gewebe virusfrei sind.
Natürlich spielt dabei auch die hohe Zellteilungs-
rate eine Rolle: Die Zellen teilen sich schneller, als
sich die Viren von Zelle zu Zelle ausbreiten kön-
nen (DREWS et al. 2004).

An der Veredlungsstelle bildet sich nach
der Veredlung aus teilungsfähigen, meist kam-
bialen Zellen undifferenziertes, kallusartiges
Wundgewebe, und zwar ausgehend von beiden
Veredlungspartnern (HARTMANN et al. 1997).
Voraussetzung dafür ist die Bildung neuer Meri-
steme (YEOMAN und BROWN 1976). Es kann in
Analogie zu den geschilderten Begebenheiten bei
Zellen im meristematischen Gewebe von
Sprossspitzen angenommen werden, dass die sich
daraus bildenden Zellen zunächst nicht sämtlich
untereinander über Plasmodesmata verbunden
sind, sondern dass symplastische Verbindungen
zumindest auf bestimmte Gewebebereiche be-
schränkt sind, wodurch die Einwanderung von
Viren in das Gewebe im Veredlungsspalt in der
Anfangsphase des Verwachsungsprozesses be-
hindert ist. Nachgewiesen ist, dass zwischen den
Geweben der beiden Veredlungspartner, die ja
aus unterschiedlichen meristematischen Berei-
chen entstehen, anfänglich keine symplastische
Verbindung besteht; diese wird erst hergestellt,
indem sekundäre Plasmodesmata zwischen an-
grenzenden Zellen der Veredlungspartner gebil-
det werden, nachdem die Kallusbrücke den Ver-
edlungsspalt ausgefüllt und ein enger Kontakt
zwischen den Zellen der beiden Veredlungspart-
ner hergestellt ist (JEFFREE und YEOMAN 1983,
KOLLMAN und GLOCKMANN 1991). Die Ausbil-
dung der sekundären Plasmodesmata erfolgt
nicht synchron in allen Zellen, die in der Kontak-
tebene der beiden Zellen unterschiedlichen gene-
tischen Ursprungs liegen; zuerst werden sie in Be-
reichen angelegt, in denen sich später Leitbündel
differenzieren.

Aus dieser Sicht werden die im Versuch
beobachteten Vorgänge verständlich: Bis Schar-
kaviren in das neu gebildete Gewebe im Vered-
lungsspalt eindringen können, muss zuerst eine
kontinuierliche Verbindung über Plasmodesma-
ta zwischen den Zellen, die aus dem virusinfizier-
ten Rindenspan gebildet wurden, und zwischen

diesen und den Zellen des hypersensiblen Geno-
typs geschaffen werden. Deshalb setzen die Ak-
kumulation von Phenylpropanoiden im Vered-
lungsspalt und der Tod von Zellen des hypersen-
siblen Genotyps erst eine gewisse Zeit nach dem
Ausfüllen des Veredlungsspalts mit Kallusgewe-
be ein. Zudem erfolgt dies nicht völlig gleichmä-
ßig an der Grenzfläche zwischen den Geweben
der beiden Veredlungspartner, da zum einen die
Plasmodesmata nicht synchron gebildet werden
und zum anderen die Verbreitung des Virus im
pflanzlichen Gewebe grundsätzlich ungleichmä-
ßig ist (s. Kapitel 1.3.1.8 „Verteilung des Virus in
der Pflanze“ auf S. 9).

Die nekrotische Linie, die sich im Vered-
lungsspalt bei Kombinationen hypersensibler
und scharkainfizierter, sensibler Genotypen bil-
dete, kann als Ursache für das Absterben der
Chips im vorliegenden Versuch angesehen wer-
den. Hiermit kann aber auch das Verhalten hy-
persensibler Edelsorten im Doppelpfropfungs-
testsystem erklärt werden (s. Kapitel 2.1 „Variabi-
lität des Merkmals „Hypersensiblität“ in Kreu-
zungsnachkommenschaften“ auf S. 42): Diese
trieben zunächst aus, zeigten nach einer Phase
normalen Triebwachstums plötzlich Welkeer-
scheinungen und starben nachfolgend ab. In der
Phase, in der noch keine Viren in den Vered-
lungsspalt einwandern konnten, ist ein ungestör-
ter Austrieb des Edelreises möglich. Erst nach-
dem an der Kontaktfläche der beiden Vered-
lungspartner eine HR abläuft, auf diese Weise
eine nekrotische Linie entsteht und den Stoff-
transport zwischen den Veredlungspartnern un-
terbindet, stirbt das Reis ab. Können sich
Phloemgefäße zwischen den Veredlungspartnern
vor dem Einwandern der Viren in entsprechende
Bereiche des Veredlungsspalts ausdifferenzieren,
so ist über diese Verbindungen ein Langstrecken-
transport der Viren von der infizierten Unterlage
in das Edelreis möglich. Diese treten erst dort, wo
Phloementladung stattfindet, wieder aus dem
Gefäßsystem aus. Dies erklärt die Bildung von
Rinden- und Blattspreitennekrosen und das Auf-
treten von Triebspitzendürre ohne vollständiges
oder mit verzögertem Absterben des Edelreises.

Die Sorte ‘Jojo’ reagierte gegenüber bei-
den getesteten PPV-Stämmen mit der Akkumu-
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lation von Phenolen, dem Zelltod an der Vered-
lungsstelle und dem Abstoßen der Rindenspäne.
Bei ‘K4’ war dies nur bei Inokulation mit PPV-M
der Fall. Diese Ergebnisse stehen in Übereinstim-
mung mit den von KEGLER et al. (1985), PE-
TRUSCHKE und SCHRÖDER (1999) und GRÜNTZIG
et al. (2001) geschilderten Beobachtungen auf
makroskopischer Basis.

Die Ausbildung der nekrotischen Linie
erfolgte bei der Sorte ‘Jojo’ nach Inokulation mit
PPV-M schneller als mit PPV-D. PPV-M gilt all-
gemein als aggressiverer Stamm als PPV-D; er
breitet sich in der Obstanlage in kürzerer Zeit aus
(KEGLER et al. 1998, s. Kapitel 1.3.1.4 „Virusstäm-
me“ auf S. 6).

Die Sorte ‘Ortenauer’ ist als hoch sensibel
(also sehr schwach hypersensibel) gegenüber
PPV einzustufen und nicht in der Lage, das Virus
abzuwehren (HARTMANN 1990). Dies wird mit
den vorliegenden Untersuchungen bestätigt: Im
Veredlungsspalt bildete sich keine nekrotische
Linie, nur sehr vereinzelt akkumulierten Phenyl-

propanoide in den Zellen. Zelltod konnte nicht
beobachtet werden.

Die vorliegenden Ergebnisse deuten auf
eine Hypersensibilitätsreaktion der Genotypen
‘Jojo’ und ‘K4’ gegenüber dem Scharkavirus hin.
Erstmals konnte die HR, begleitet von der Akku-
mulation von Phenylpropanoiden, auf mikrosko-
pischer Ebene nachgewiesen werden. Damit las-
sen sich Erscheinungen wie das Abstoßen virus-
infizierter Edelreiser oder Rindenspäne nach
Veredlung auf hypersensible Genotypen und die
Absterbeerscheinungen an hypersensiblen Hy-
briden nach Veredlung auf PPV-infizierte Pflan-
zen erklären. Zudem wird verständlich, dass es ei-
nen Transport von Viren aus scharkakranken
Bäumen in aufveredelte Reiser hypersensibler
Genotypen geben kann, wenn durch die Vered-
lungsstelle hindurchreichende Phloemverbin-
dungen ausdifferenziert wurden, ehe das Virus
ins Gewebe, das den Veredlungsspalt ausfüllt,
eindringen und dort eine HR hervorrufen konn-
te.
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3.2 Akkumulation von HR-Indikatoren in der Blattspreite

Um die HR der Europäischen Pflaume
gegenüber PPV nachzuweisen, wurde unter-
sucht, ob sich nach Inokulation mit PPV ver-
schiedene biochemische Indikatoren für die HR
in der Blattspreite verschiedener Genotypen an-
häufen.

3.2.1 Superoxidanionen in Mesophyll-
zellen der Sorte ‘Jojo’ nach
künstlicher Inokulation

Zielstellung. Unter natürlichen Inokulationsbe-
dingungen bleibt die Sorte ‘Jojo’ PPV-frei. Ma-
kroskopisch sind nach PPV-Inokulation durch
Blattläuse am gesamten Sprosssystem keine Ver-
änderungen feststellbar. Ziel war es, die natürli-
che Inokulation mittels Blattläuse zu simulieren
und Veränderungen im Stoffwechsel der Zellen
der Blattspreite histochemisch zu untersuchen.
Als Indikator für die HR wurde die Akkumulati-
on von Superoxidanionen (O2

·–) verwendet. O2
·–

zählt zu den reaktiven Sauerstoffspezies (ROS),
die im Laufe der HR in hohen Konzentrationen
in der Zelle auftreten und den oxidative burst ver-
ursachen (s. Kapitel 1.5.1.3 „Auslösung der HR
und genetische Grundlagen“ auf S. 35).

Material und Methoden

Pflanzenanzucht. Je fünf Edelreiser der hyper-
sensiblen Sorte ‘Jojo’ und der PPV-sensiblen Sor-
te ‘Hauszwetsche, Typ Schüfer’ wurden Anfang
Februar 2004 auf virusfreie Myrobalanensämlin-
ge veredelt. Die Pflanzen wurden in Torf-Ton-
substrat getopft und im beheizbaren Folienge-
wächshaus der Versuchsstation für Gartenbau
aufgestellt (Veredlungsmethode, verwendetes
Substrat und Temperaturregime s. S. 42f.). Bei
der Kultur der Pflanzen wurde besonderes Au-
genmerk darauf gelegt, die Pflanzen durch mehr-
fache Akarizidspritzungen frei von Weichhaut-
milben zu halten. Ende Mai wurden den Pflanzen
die drei jüngsten voll entfalteten Blätter entnom-
men und für die nachfolgend genannten Unter-
suchungen verwendet. Dabei wurde darauf ge-

achtet, dass die letzte Akarizidapplikation mehr
als 10 Tage zurücklag.

Extraktion von virushaltigem Pflanzenpress-
saft. Topfkulturen der Sorte ‘Felsina’ (aus Ge-
wächshauskultur der Landesanstalt für Pflanzen-
schutz Stuttgart), die mit dem Scharkaisolat ‘Ca-
cak NP’ infiziert waren, wurden scharkasymp-
tomtragende Blätter entnommen. Die Mittelrip-
pe der Blätter wurde entfernt, und 2,2g der Blatt-
spreitenhälften wurden in wenigen Millilitern In-
okulationspuffer (0,07M Phosphatpuffer (pH
8,0) mit 20g/l Polyvinylpyrrolidon (M: 10000 –
15000g/mol) und 2g/l Natriumsulfit) in ein bis
zwei Millimeter breite Streifen geschnitten, ge-
mörsert und mit Inokulationspuffer auf ein Volu-
men von 50ml aufgefüllt. Nach zwei Minuten
Standzeit wurde die Suspension dekantiert und
zum Überstand, der im weiteren Verlauf Ver-
wendung fand, 25ml Inokulationspuffer gege-
ben. Auf gleiche Weise wurden Blätter virusfreier
Pflanzen der Sorte ‘Felsina’ behandelt (Kontrol-
le).

Inokulation mit PPV. i Sprossspitzen und die
drei jüngsten voll entfalteten Blätter der drei oben
genannten Sorten wurden unmittelbar nach dem
Abschneiden von der Pflanze in virushaltigen In-
okulationspuffer getaucht und darin schonend
exsikkiert. Die aus dem Mesophyll entweichende
Luft wurde so durch die umgebende Virussus-
pension ersetzt. Nach fünf Minuten bei 200mbar
wurde der Unterdruck vorsichtig abgebaut, die
Sprossspitzen und Blätter wurden entnommen
und kurz mit entionisiertem Wasser gespült. An-
schließend wurden sie in Kunststoffpetrischalen
überführt, in denen mit Leitungswasser ange-
feuchtetes Filterpapier ausgelegt war. Während
der Prozedur wurde wie auch in allen nachfol-
genden Schritten darauf geachtet, dass die Blätter
nur am Blattstiel mit der Pinzette berührt wurden
und keinerlei Druck auf die Blattspreite ausgeübt
wurde. Die mit dem Deckel verschlossenen Petri-
schalen wurden, beginnend um 11 Uhr, im Kli-
maschrank aufgestellt. Von 11 bis 22 Uhr wurde
die Temperatur im Klimaschrank auf 25°C einge-
stellt, und es wurde über Leuchtstoffröhren be-
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lichtet. Von 22 bis 6 Uhr standen die Blätter bei
15°C im Dunkeln, danach herrschte wieder die
höhere Temperatur und es wurde belichtet. Nach
21, 27 und 32 Stunden im Klimaschrank wurden
jeweils drei Blätter der einzelnen Varianten ent-
nommen und auf das Vorkommen von Super-
oxidanionen untersucht.

Nachweis von Superoxidanionen. Die aus dem
Klimaschrank entnommenen Blätter wurden in
Lösung mit 0,1g/l Nitroblautetrazoliumchlorid
(NBT) (in 25mM K-HEPES [4-(2-Hydroxye-
thal)-1-piperazin-ethan-sulfonsäure]-Puffer mit
50 mM Trikaliumphosphat (K3PO4), pH 7,6, be-
schrieben von HÉRNANDEZ et al. 2001) überführt
und wiederum für fünf Minuten schonend Un-
terdruck von 200mbar angelegt. NBT wird in Ge-
genwart von O2

·– reduziert und fällt am Ort der
Reduktion als unlösliches, blaues Formazan aus
(DOKE und OHASHI 1988). Die Blätter verblieben

in der Lösung und wurden für sechs Stunden im
Klimaschrank bei 25°C und Belichtung aufge-
stellt. Anschließend wurden die Blätter zum Ab-
stoppen der Stoffwechselreaktionen und zum
Bleichen in Ethanol-Eisessig (Mischungsverhält-
nis 3:1) gelegt. Nach einer Stunde wurden die
Blätter in Ethanol (96%) überführt. Das Ethanol
wurde nach einer weiteren Stunde erneuert. Die
so vollständig gebleichten Blätter wurden visuell
auf Blaufärbung hin untersucht. Zudem wurden
Gewebestücke jeder Variante in Kunstharz einge-
bettet und davon Semidünnschnitte angefertigt
(s. S. 43f.). Die polysaccharidhaltigen Zellwände
der Präparate wurden mit der Perjod-Schiff-Re-
aktion rötlich angefärbt. Dazu wurden die
Schnitte für fünf Minuten in Perjodsäurelösung
(5g/l) inkubiert, danach mit destilliertem Wasser
sorgfältig gespült und für zwei Minuten in Schiff-
sches Reagenz (Merck) überführt. Die Schnitte
wurden nach der Herstellung von Dauerpräpara-

Abb. 3.2–1   Nachweis von Superoxidanionen mit NBT in der Blattspreite der Sorten ‘Jojo’ und ‘Hauszwet-
sche, Typ Schüfer’ nach künstlicher Inokulation mit PPV (Aufenthaltsdauer im Klimaschrank: 21h). A ‘Jojo’,
Kontrolle (Inokulation in virusfreiem Pflanzenpresssaft). B ‘Jojo’, Inokulation in virushaltigem Pflanzen-
presssaft. C ‘Hauszwetsche, Typ Schüfer’, Kontrolle. D ‘Hauszwetsche, Typ Schüfer’, Inokulation in virushal-
tigem Pflanzenpresssaft. Blaufärbung, die in Gegenwart von Superoxidanionen durch Reduktion von NBT
entsteht, tritt nur bei ‘Jojo’ nach Inokulation mit virushaltigem Pflanzenpresssaft auf.



 KAPITEL 3

Nachweis und Auswirkungen der hypersensiblen Reaktion gegenüber PPV
ten wie auf S. 45 beschrieben mikroskopisch aus-
gewertet.

Ergebnisse und Diskussion

Eine Blaufärbung der Blattspreite nach der Inku-
bation mit NBT-Lösung trat bei einem 21-stündi-
gen Aufenthalt der Blätter im Klimaschrank nur
bei der Sorte ‘Jojo’ nach Inokulation mit virushal-
tigem Pflanzenpresssaft auf. In allen anderen Fäl-
len blieb die Blattspreite ungefärbt (s. Abb. 3.2–
1). Bei einer Verweildauer von 27 Stunden im
Klimaschrank zeigte sich das gleiche Bild. Ver-
blieben die Blätter dort 32 Stunden, färbten sich
dagegen die Blattspreiten aller Sorten und unab-
hängig von der Inokulation in virusfreiem oder
virushaltigem Pflanzenpresssaft stark blau. Reak-
tive Sauerstoffspezies wie O2

·– werden nach einer
Vielzahl abiotischer und biotischer Stressfakto-
ren in pflanzlichen Zellen gebildet (ELSTNER et al.
1996). Blätter, die von der Mutterpflanze abge-
trennt werden, sind einem derartigen Stress aus-
gesetzt, so dass nach einer gewissen Zeitspanne,
im vorliegenden Fall ca. 30 Stunden, die massive
Bildung von Superoxidanionen einsetzt, welche
nicht als Reaktion der Pflanze auf Inokulation
mit Viren angesehen werden kann. In Vorversu-
chen konnten zudem einige weitere Einflussfak-
toren definiert werden, die einen Einfluss auf die
Bildung von ROS in Blättern der untersuchten
Genotypen haben. So führte selbst schwacher Be-
fall mit Weichhautmilben oder die Applikation
verschiedener Pflanzenschutzmittel kurz vor
Entnahme der Blätter zu einer starken Blaufär-
bung in allen Varianten. Wurden die Blattsprei-
ten mit Pinzetten oder anderen Werkzeugen be-
rührt, färbten sich die Druckstellen ebenfalls
blau, weshalb die Überführung der Blätter in die
und aus den Inkubationslösungen sehr vorsichtig
erfolgte.

Demzufolge lassen sich im verwendeten
Testsystem nur Ergebnisse aus den Varianten mit
kürzerer Inkubationszeit in NBT-Lösung als 27
Stunden hinsichtlich des Zusammenhangs zwi-
schen PPV-Inokulation und Reaktion der Pflanze
interpretieren. Dabei fällt auf, dass nur die Sorte
‘Jojo’ nach Inokulation mit PPV-haltigem Pflan-
zenpresssaft eine Blaufärbung zeigte und damit
lediglich in diesem Fall eine Akkumulation von

O2
·– nachgewiesen werden konnte. O2

·– wird eine
entscheidende Rolle im Ablauf der HR zuge-
schrieben (WOJTASEK 1997, s. auch Kapitel 1.5.1
„Die pflanzliche Hypersensibilitätsreaktion“ auf
S. 32). SCHRAUDNER et al. (1998) nutzten die Fär-
bung mit NBT als Nachweis der Superoxidanio-
nenakkumulation bei der Bildung von ozonindu-
zierten Läsionen bei Tabak, die einem HR-indu-
zierten Zelltod glichen. Daher kann angenom-
men werden, dass es sich bei den blaugefärbten
Zellbereichen um solche handelt, in denen, aus-
gelöst durch PPV, eine hypersensible Reaktion
abläuft.

Von Interesse ist zudem die Anzahl und
die Anordnung der Zellen, in denen Superoxid-

Abb. 3.2–2   Semidünnschnitt durch die Blatt-
spreite von ‘Jojo’ nach dem Nachweis von Super-
oxidanionen (nach PPV-Inokulation durch virushal-
tigen Pflanzenpresssaft, Aufenthaltsdauer im Kli-
maschrank: 21h). Einige Stomata sind mit Pfeilen
markiert. Einzelne Zellen akkumulieren O2

·–; be-
vorzugt liegen diese in Mesophyllbereichen, die
an die stomatären Höfe angrenzen. A/B gefärbt
mit Perjod-Schiff-Reaktion, C ohne zusätzliche An-
färbung.
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anionen akkumulieren. Aufschluss darüber ge-
ben histologische Schnitte durch die Blattspreiten
der verschiedenen Varianten. In Abb. 3.2–2 ist
die Verteilung von Zellen, die O2

·– anhäuften, bei
‘Jojo’ nach Inokulation mit PPV-haltigem Pflan-
zenpresssaft ersichtlich. (Bei allen anderen Vari-
anten traten keine blau gefärbten Zellen auf.) Nur
einzelne Zellen im Mesophyllgewebe sind blau
gefärbt. Die Mehrzahl davon liegt im Bereich der
stomatären Höfe. Dies kann mit der verwendeten
Inokulationsmethode erklärt werden: Der PPV-
haltige Pflanzenpresssaft wurde unter Anlegen
von Unterdruck in das Blattgewebe eingeführt.
Dabei entweicht über den Weg des geringsten
Widerstands, die Spaltöffnungen, die im Meso-
phyll enthaltene Luft und wird durch umliegen-
de, virushaltige Lösung ersetzt. Zellen im Bereich
der stomatären Höfe treten am stärksten in Kon-
takt mit der einströmenden Virussuspension. Es
ist daher naheliegend, dass eine HR vornehmlich
in diesen Zellen ausgelöst wird. Dass nur in Ein-
zelzellen O2

·– akkumulierte, deutet darauf hin,
dass eine HR nur durch Kontakt mit PPV ausge-
löst wird und eine Antwort zellspezifisch erfolgt.

Auch in den Bereichen der Blattspreite, in
denen visuell keine Blaufärbung beobachtet wer-
den kann, treten einzelne blau gefärbte Zellen auf;
deren Häufigkeit ist dort geringer (s. Abb. 3.2–2
A mit mehreren und B mit nur einer blau gefärb-
ten Zelle). Dies kann daran liegen, dass in diesen
Bereichen weniger virushaltige Lösung einge-
drungen und damit die Wahrscheinlichkeit der
Auslösung einer HR geringer war.

Die vorgestellte Methode kann als Simu-
lation der natürlichen Infektion des Blattes über
Blattläuse angesehen werden. Es kann angenom-
men werden, dass bei hypersensiblen Genotypen
in einzelnen Zellen, die bei Probestichen von
Blattläusen mit PPV in Kontakt kommen, eine
HR ausgelöst wird. Der damit verbundene Zell-
tod beschränkt sich auf eine oder wenige benach-
barte Zellen. So ist zu erklären, warum bei der
Sorte ‘Jojo’ auch nach massiver Blattlausinokula-
tion keine sichtbaren Nekrosen auftreten.

Experimentelle Ansätze mit Blattläusen
als natürlichen Vektoren des Scharkavirus sind
schwierig zu realisieren: Zum einen kann kaum
nachgewiesen werden, ob während eines Ein-

stichs bei einer Probebohrung auf dem Blatt der
Europäischen Pflaume tatsächlich Viren übertra-
gen wurden. Zum anderen ist im Experiment
nicht klar unterscheidbar, ob es aufgrund der
Auslösung einer HR oder als Folge der mechani-
schen Schädigung der Zelle durch den Einstich
der Blattlaus mit ihren Mundwerkzeugen zu ei-
ner Erhöhung der Superoxidanionenkonzentra-
tion kommt. Schließlich ist die Lokalisierung der
Blattlauseinstichstellen auf der Blattspreite
schwierig. Vor diesem Hintergrund erscheint die
vorgestellte Methode als zuverlässiger.

3.2.2 Superoxidanionen und Wasser-
stoffperoxid in der Blattspreite
hypersensibler Genotypen

Zielstellung. i Neben den stark hypersensiblen
Zuchtklonen wie ‘Jojo’ gibt es Genotypen, die
nach PPV-Inokulation mittels Doppelpfropfung
keine raschen Absterbeerscheinungen zeigen (s.
Kapitel 2.1 „Variabilität des Merkmals „Hyper-
sensiblität“ in Kreuzungsnachkommenschaften“
auf S. 42). Es sollte untersucht werden, ob es zwi-
schen sensiblen Genotypen, die typische Scharka-
symptome auf der Blattspreite ausbilden, und
(schwach) hypersensibel reagierenden Genoty-
pen, die mit Blattspreitennekrosen reagieren, Un-
terschiede in der Akkumulation von Wasserstoff-
peroxid und Superoxidanionen in den Blättern
gibt. Diese Vertreter der ROS gelten als Indikato-
ren für den Ablauf der HR (HÜCKELHOVEN et al.
2000).

Material und Methoden

Für die Untersuchungen konnten nur Genotypen
verwendet werden, die den HK 0 und 1 zuzuord-
nen waren. Genotypen mit stärker ausgeprägter
Hypersensibilität reagieren nach Doppelpfrop-
fung mit dem raschen Absterben der Blätter und
Sprosse, so dass diese nicht für den histochemi-
schen ROS-Nachweis verwendet werden konn-
ten.

Pflanzenanzucht. Von den in Tab. 3.2–1 aufge-
führten Zuchtklonen mit unterschiedlicher Reak-
tionsweise gegenüber PPV wurden im Januar
2004 wie in Kapitel 2.1 „Variabilität des Merk-
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mals „Hypersensiblität“ in Kreuzungsnachkom-
menschaften“ auf S. 42 beschrieben Bäume ange-
zogen. Im Juni 2004 wurden davon junge Blätter
entnommen. Diese zeigten mitunter erst schwa-
che Symptome der Reaktion auf PPV-Befall. Jun-
ge Blätter wurden gewählt, weil davon ausgegan-
gen werden kann, dass eine hypersensible Reakti-
on bereits ausgelöst wird, bevor Nekrosen sicht-
bar werden. In jungen Blättern finden sich bei
schwach hypersensiblen Genotypen (HK 1) so-
wohl kleinere nekrotische als auch visuell gesun-
de Bereiche.

Nachweis von Superoxidanionen. Je drei junge
Blätter pro Genotyp wurden unmittelbar nach
dem Abtrennen von der Pflanze in NBT-Lösung
überführt. Die Vorgehensweise beim Nachweis
der Superoxidanionen entspricht den Ausfüh-
rungen auf S. 70.

Nachweis von Wasserstoffperoxid. i Unmittel-
bar nach der Entnahme von der Pflanze wurden
je drei junge Blätter pro Genotyp in Diaminoben-
zidin (DAB)-Lösung überführt (0,2g/l DAB in
50mM Tris-Acetat (pH 5), beschrieben in HÉR-
NANDEZ et al. 2001). Alle weiteren Schritte sind
identisch mit dem Nachweisverfahren für Super-
oxidanionen, außer dass die sechsstündige Inku-
bation im Dunkeln stattfand. DAB polymerisiert
in Gegenwart von H2O2 und wird als brauner
Niederschlag sichtbar (THORDAL-CHRISTENSEN
et al. 1997).

Teile der mit NBT und DAB behandelten
Blattspreiten wurden in Kunstharz eingebettet,

Schnitte mit einer Dicke von 5 μm angefertigt (s.
S. 45) und die Zellwände entweder mit der Per-
jod-Schiff-Reaktion (s. S. 70) oder mit der Häma-
toxylin-Färbung nach DELAFIELD (GERLACH
1969) gefärbt. Die Perjod-Schiff-Färbung wurde
wegen des besseren Kontrastes zur Blaufärbung
nach NBT-Behandlung vornehmlich beim O2

·– -
Nachweis angewandt, die einfacher durchzufüh-
rende Hämatoxylinfärbung hauptsächlich beim
Nachweis von H2O2. Nach der Herstellung von
Dauerpräparaten wurden die Schnitte mikrosko-
pisch untersucht (s. S. 45).

Ergebnisse

In Blättern aller Genotypen, die mit nekrotischen
Reaktionen auf PPV-Inokulation mittels Doppel-
pfropfung reagieren, konnte eine Blau- bzw.
Braunfärbung bei den beiden Nachweisverfahren
für O2

·– und H2O2 beobachtet werden. Hierzu
zählten die Genotypen ‘Hoh 6736‘, ‘Hoh 7099’,
‘Hoh 7409’, ‘Hoh 6557’ und ‘Hoh 7558’. Die
Farbreaktionen traten nicht immer neben nekro-
tischen Bereichen auf der Blattspreite auf, son-
dern auch in visuell gesund erscheinendem Ge-
webe. Es ist davon auszugehen, dass dies diejeni-
gen Bereiche des Blattes sind, die später nekroti-
sieren. Abb. 3.2–3 zeigt die Resultate des Tests
mit DAB- und NBT-Färbung als Methoden zum
Nachweis der genannten ROS. Bei der Sorte ‘Kat-
inka’, die mit normalen Scharkasymptomen auf
Befall mit dem Virus reagiert, und dem Genotyp
‘Hoh 6857’, der starke Chlorosen zeigt, traten we-
der eine Braun- noch eine Blaufärbung von Zel-
len auf. (Lediglich an den Schnittflächen der
Blattspreite bildete sich eine blaue Linie, die auf
die Verletzung der angeschnittenen Zelllagen zu-
rückzuführen ist.) Die mit Blattspreitennekrosen
reagierenden Genotypen zeigten eine deutliche
Farbreaktion. Daher kann gefolgert werden, dass
die Ausbildung von Chlorosen nicht oder zumin-
dest nicht mit einer derart starken Erhöhung der
H2O2- und O2

·–-Konzentration einhergeht, dass
sie mit den vorgestellten histochemischen Me-
thoden erfasst werden könnte.

Wie am Beispiel des Genotyps ‘Hoh 7558’
besonders deutlich zu erkennen ist, häuften sich
H2O2 und O2

·– insbesondere in der Nähe von
Blattadern an. Nicht alle Nekrosen waren von

Tab. 3.2–1   Auf Akkumulation reaktiver Sauerstoff-
spezies in der Blattspreite getestete Genotypen
und ihre Reaktion nach PPV-Inokulation durch Dop-
pelpfropfung

Genotyp Symptome auf der Blattspreite

Katinka Chlorosen

Hoh 6857 starke Chlorosen

Hoh 7099 Nekrosen

Hoh 7409 Nekrosen

Hoh 6736 Chlorosen und Nekrosen

Hoh 6557 starke Chlorosen und Nekrosen

Hoh 7558 starke Chlorosen und Nekrosen
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Abb. 3.2–3   Nachweis von ROS in virusinfizierten Blättern verschiedener Genotypen mit DAB und NBT.
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Gewebebereichen mit Blaufärbung flankiert. (Für
die Braunfärbung beim H2O2-Nachweis kann
diesbezüglich keine Entscheidung getroffen wer-
den, da es nicht möglich ist, die Braunfärbung der
Nekrosen eindeutig von derjenigen zu unter-
scheiden, die auf Polymerisierung von DAB zu-
rückgeht.)

In Abb. 3.2–4 sind Schnitte durch die
Blattspreite bei Genotypen mit Akkumulation
von Wasserstoffperoxid gezeigt. Es fällt auch bei

den mikroskopischen Schnitten auf, dass die Zo-
nen mit der stärksten Braunfärbung im Bereich
von Leitgefäßen liegen. Die Viren werden in der
Pflanze über lange Strecken vornehmlich im
Phloem transportiert. Von dort aus gelangen sie
über Plasmodesmata in angrenzende Zellen. Da-
her ist es verständlich, dass in phloemnahen Ge-
webebereichen eine stärkere H2O2-Akkumulati-
on auftrat. Die Braunfärbung betraf nicht einzel-
ne Zellen, sondern stets ganze Zellbereiche. Dies
kann mit dem Virustransport über plasmodes-
matische Verbindungen erklärt werden.

Abb. 3.2–4   Semidünnschnitte durch mit DAB be-
handelte Blattspreiten von Bäumen des Zucht-
klons ‘Hoh 7558’, die durch Doppelpfropfung mit
PPV infizierten worden waren. Besonders intensi-
ve Braunfärbung und damit eine starke H2O2-Ak-
kumulation trat in der Nähe von Leitgefäßen (Pfei-
le) auf. A/B Hämatoxylinfärbung. C Perjod-Schiff-
Färbung.

Abb. 3.2–5   Histologischer Nachweis von O2
·– mit

NBT in Schnitten durch die Blattspreite hypersen-
sibler Genotypen. Die Pflanzen waren durch Dop-
pelpfropfung mit PPV infiziert worden. A Unmittel-
bar neben einem nekrotischen Bereich (rechts)
färben Zellen blau (‘Hoh 6736’, Perjod-Schiff-Fär-
bung). B Randbereich einer Nekrose ohne Blau-
färbung von Zellen (‘Hoh 6736’, Perjod-Schiff-Fär-
bung). C Im Bereich einer Blattader wird in Zellver-
bänden O2

·– nachgewiesen (‘Hoh 7558’, ohne zu-
sätzliche Anfärbung).
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Die Akkumulation von Superoxidanio-
nen wurde in den gleichen Genotypen und in den
gleichen Gewebebereichen nachgewiesen wie
Wasserstoffperoxid. Abb. 3.2–5 zeigt Schnitte
durch Blattspreiten der Genotypen ‘Hoh 6736’
und ‘Hoh 7558’ nach Färbung mit NBT. Wieder-
um ist bemerkenswert, dass sich O2

·– nicht immer
in Zellen, die an Nekrosen grenzten, anhäufte.
Dies deutet darauf hin, dass die Pflanze in man-
chen Fällen in der Lage ist, die Verbreitung des
Virus mit der hypersensiblen Abwehrreaktion zu
unterbinden. Gelingt dies nicht, läuft in den Ne-
krosenrandbereichen eine HR ab, wodurch sich
die Nekrose ausweitet. Genauso wie Wasserstoff-
peroxid akkumulieren Superoxidanionen bevor-
zugt in Bereichen, die in der Nähe von Leitgefä-
ßen liegen.

Diskussion

Die Ergebnisse zeigen, dass in den Blättern von
Genotypen, die nach PPV-Inokulation mittels
Doppelpfropfung mit Blattspreitennekrosen rea-
gieren, eine scharkavirusbedingte HR abläuft:
Nur in diesen Zuchtklonen sind die für die HR ty-
pischen ROS histochemisch nachweisbar. Mit
sehr ähnlichen Methoden (NBT- und DAB-Fär-
bung) wiesen HÜCKELHOVEN et al. (2000) patho-
geninduzierten hypersensiblen Zelltod in Gerste
nach. THORDAL-CHRISTENSEN et al. (1997) und
VANACKER et al. (2000) verwendeten die DAB-
Färbung ebenfalls für den Nachweis der HR bei
der Gerste. DOKE und OHASHI (1988) nutzten die
Färbung mit NBT zum Nachweis der virusindu-
zierten HR bei Tabak.

KEGLER et al. (2002) berichten, dass bei
Nachkommen von ‘K4’ nicht alle Genotypen, die
nach Doppelpfropfung mit Nekrosen auf der
Blattspreite reagieren, zur Lokalisierung des
Scharkavirus in der Lage sind. Die Autoren un-
terscheiden zwischen HR mit und ohne Lokali-
sierung des Schaderregers. Die Ergebnisse der ei-
genen Untersuchungen zeigen ähnliche Begeben-
heiten bei Nachkommen der Sorten ‘Jojo’ und
‘Ort×Stan34’: Nicht in allen Fällen stoppte die
HR an den Rändern der Nekrosen. Mitunter zeig-
ten angrenzende Zellverbände Anzeichen von
HR. Dies ist dadurch zu erklären, dass in diesen
Fällen das Virus im Bereich der Nekrose nicht ab-

geschottet und seine Replikation in angrenzen-
den Zellen nicht verhindert wird, sondern es sich
dort vermehren und weiter ausbreiten kann. So
löst es dort eine HR aus. Die Ausbreitung des
Scharkavirus im Gewebe hypersensibler Genoty-
pen wird in Kapitel 3.3 auf S. 81 näher behandelt.

3.2.3 Salicylat in der Blattspreite
verschiedener Genotypen
nach PPV-Inokulation

Zielstellung. Salicylsäure (salicylic acid, SA) ak-
kumuliert in Geweben einer Vielzahl von Pflan-
zenarten, in denen eine hypersensible Reaktion
abläuft. Wenngleich ihre Rolle bei der Auslösung
und beim Ablauf der HR noch nicht wider-
spruchslos geklärt ist, gilt sie als ein Indikator für
die HR (ALVAREZ 2000). Im Hinblick auf den
Nachweis der HR der Europäischen Pflaume ge-
genüber PPV sollte untersucht werden, ob sich in
der Blattspreite potentiell hypersensibel reagie-
render Genotypen der Europäischen Pflaume Sa-
licylat anreichert.

Material und Methoden

Pflanzenanzucht. Je drei Pflanzen hypersensi-
bler Genotypen verschiedener HK sowie sensible
Zuchtklone wurden im Jahr 2004 wie in Kapitel
2.1 „Variabilität des Merkmals „Hypersensibli-
tät“ in Kreuzungsnachkommenschaften“ auf S.
42 beschrieben im Gewächshaus der Versuchs-
station für Gartenbau angezogen. Sie wurden
durch Doppelpfropfung mit virusinfiziertem
Zwischenveredlungsreis mit PPV-D infiziert. Als
Kontrollen wurden virusfreie Veredlungen mit
Myrobalanensämlingen als Unterlage unter glei-
chen Bedingungen wie die Doppelpfropfungen
im Foliengewächshaus angezogen. In Tab. 3.2–2
sind die zur SA-Analyse verwendeten Genotypen
und ihre Reaktion gegenüber PPV-Befall aufge-
führt.

Salicylatbestimmung. Am 24.06. und 07.07.2004
wurden den virusinfizierten Pflanzen, die geno-
typspezifische Scharkasymptome zeigten, Blätter
entnommen, ebenso den virusfreien Kontroll-
pflanzen symptomfreie Blätter. Pro Genotyp
wurden fünf Blätter abgetrennt, die alle von einer
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Pflanze stammten. Die Blätter wurden in 1cm
breite Streifen geschnitten und eine Mischprobe
von 1g zusammengestellt. Die Extraktion erfolgte
nach der von ROTH (2004) beschriebenen Metho-
de zur Salicylatextraktion bei Tabak: Die Blätter
(1g) wurden mit 0,9g Seesand in flüssigem Stick-
stoff gemörsert. Nach kurzem Auftauen wurde
nochmals Stickstoff hinzugegeben und erneut ge-
mörsert. Das Homogenisat wurde unter Zugabe
von zweimal 3ml Methanol p. a. (90%) in Poly-
propylen-Röhrchen überführt und bei 4°C und
20000g für 15 Minuten zentrifugiert. Der Über-
stand wurde in einen 50ml-Rotationsverdamp-
ferkolben überführt. Das Pellet im Röhrchen
wurde in 2ml Methanol (90%) resuspendiert, er-
neut zentrifugiert und mit dem Überstand aus
der ersten Zentrifugation vereinigt. Der Extrakt
wurde im Rotationsverdampfer bei 45°C und
150mbar auf ein Volumen von ca. 2ml eingeengt.
Anschließend wurden 1ml Methanol (100%) und
100μl Trichloressigsäure (5%) zugegeben und ge-
schüttelt. Die Suspension wurde in einen 5ml-
Messkolben überführt, mit 2ml zweifach destil-
liertem Wasser nachgespült und der Messkolben
mit zweifach destilliertem Wasser auf 5ml aufge-
füllt. Die Probe wurde in 2ml-Reaktionsgefäße
überführt und für zehn Minuten bei 14000g zen-
trifugiert. Der Überstand wurde in neuen Reakti-
onsgefäßen bei 4°C für längstenfalls zehn Tage
bis zur Analyse gelagert. Für die Bestimmung der
Konzentration an freier SA wurde ein Aliquot

entnommen und in HPLC-taugliche Vials über-
führt.

Die Konzentration der SA in den Proben
wurde mittels High Performance Liquid Chro-
matography (HPLC) bestimmt: Als Eluent wurde
ein Gemisch aus Natriumacetat (20mM, pH 4,0)
und Methanol (7:3) bei einem Fluss von 0,7ml/
min verwendet. Als Pumpe fand eine ternäre Nie-
derdruckgradientenpumpe des Modells Varian
ProStar 230 Verwendung (isokratisch, Druck
130bar). Die Säule (Varian Polaris C18-Ether,
5μm, Länge 250mm, Durchmesser 4,5mm) wur-
de im Säulenofen auf 30°C erwärmt. Detektiert
wurde mit einem Jasco 1520S-Fluoreszenzdetek-
tor mit einer Anregungswellenlänge von 304nm
und einer Emissionswellenlänge von 408nm. Die
Nachweisgrenze für SA lag bei 5ng/ml (ent-
spricht 10ng SA/g Probeneinwaage). Die Mess-
daten wurden automatisch auf einen PC übertra-
gen und mit dem Programm Varian Galaxie
Chromatography Data System, Version
1.7.403.22, verarbeitet.

Ergebnisse

Abb. 3.2–6 zeigt exemplarisch ein HPLC-Chro-
matogramm. Salicylat wurde nach einer Retenti-
onszeit von knapp zehn Minuten detektiert.

Beim Probenahmetermin am 24.06.2004
lagen die Salicylatgehalte in der Blattspreite bei
den virusfreien Varianten je nach Genotyp zwi-
schen 40 und 1900ng/g, bei den PPV-infizierten
zwischen 60 und 3900ng/g Frischsubstanz (s.
Abb. 3.2–7). ‘Hauszwetsche, Typ Schüfer’, ‘Katin-
ka’, ‘Hoh 6857’, ‘Hoh 7199’ und ‘Hoh 6774’ wie-
sen sowohl in der PPV-Variante als auch in der
Kontrollvariante sehr niedrige Gehalte an SA auf
(43–365ng/g). Die Unterschiede zwischen der
PPV-Variante und der Kontrolle des jeweils glei-
chen Genotyps waren gering, lediglich ‘Hoh
6774’ zeigte in der PPV-Variante den sechsfachen
SA-Gehalt gegenüber der Kontrolle.

Bedeutende Unterschiede in der SA-Kon-
zentration in der Blattspreite traten bei den Ge-
notypen ‘Hoh 7558’, ‘Hoh 6213’ und ‘Hoh 4517’
auf. In den PPV-Varianten aller drei Zuchtklone
lag die Konzentration deutlich über 2800ng/g.
‘Hoh 7558’ wies mit 3880ng/g die höchste gemes-

Tab. 3.2–2   Für die SA-Bestimmung verwendete
Genotypen und ihre Reaktion auf PPV-Inokulation
mittels Doppelpfropfung

Genotyp Symptome auf der Blattspreite

Hauszwetsche, 
Typ Schüfer

Chlorosen

Katinka Chlorosen

Hoh 6857 starke Chlorosen

Hoh 7199 leichte bis mittelstarke Nekrosen

Hoh 6774 leichte Nekrosen

Hoh 7558 starke Chlorosen und Nekrosen

Hoh 6213 starke Chlorosen und starke 
Nekrosen

Hoh 4517 sehr starke Nekrosen, Absterben
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sene SA-Konzentration aller Varianten auf. Bei
‘Hoh 7558’ und ‘Hoh 6213’ war der konstitutive
SA-Gehalt (Kontrolle) hoch (ca. 1500ng/g). Bei
‘Hoh 4517’ wurden dagegen in der virusfreien
Variante nur 43ng/g Salicylat gemessen.

Die Entnahme der Blattproben am
24.06.2004 erfolgte zum Abschluss der frühjährli-
chen Wachstumsphase der Gehölze. Die Trieb-
spitzen bildeten die Terminalknospe aus. Bis zum
zweiten Probenahmetermin am 07.07.2004 gab es
keinen Blattzuwachs. Es gab kaum Veränderun-
gen in der Ausprägung der scharkabedingten
Symptome auf der Blattspreite.

Beim zweiten Probenahmetermin ergab
sich ein ähnliches Bild wie beim ersten. Lediglich
die Maximalwerte bei den PPV-infizierten Vari-
anten der Genotypen ‘Hoh 7558’, ‘Hoh 6213’ und
‘Hoh 4517’ lagen niedriger. Außerdem wies ‘Hoh
7199’ wesentlich höhere SA-Konzentrationen auf
als beim ersten Probenahmetermin.

Diskussion

Die PPV-anfälligen, sensiblen Genotypen ‘Haus-
zwetsche, Typ Schüfer’, ‘Katinka’ und ‘Hoh 6857’
– letzterer bildete sehr starke Chlorosen auf der
Blattspreite aus – wiesen durchweg niedrige SA-
Gehalte auf und zeigten keinen oder nur einen

geringen Anstieg in der PPV-infizierten Varian-
te. Dies war zu erwarten, da in den Blättern dieser
Genotypen keine HR abläuft.

Bei den hypersensibel reagierenden Ge-
notypen konnte ein Unterschied zwischen sehr
schwach hypersensiblen, die nur geringe Blatt-
spreitennekrosen ausbildeten (Boniturstufen 1
und 2, ‘Hoh 7199’, Hoh 6774’), und stärker hy-
persensiblen mit Blattspreitennekrosen der Boni-
turstufen 4 und 5 (‘Hoh 7558’ und ‘Hoh 6213’)
oder Triebspitzendürre (‘Hoh 4517’) festgestellt
werden. Die schwach hypersensiblen Zuchtklone
wiesen ähnlich niedrige SA-Konzentrationen wie
die sensiblen auf. Lediglich ‘Hoh 7199’ bildete
eine Ausnahme. In diesem Fall lagen beim zwei-
ten Entnahmetermin sehr hohe SA-Konzentra-
tionen vor. Da aber sowohl in der Kontrolle als
auch in der PPV-Variante ein starker Anstieg er-
kennbar war, muss diese Erhöhung auf andere als
PPV-bedingte Effekte zurückzuführen sein.

Die drei am stärksten hypersensibel rea-
gierenden Genotypen zeichneten sich durch eine
sehr hohe SA-Konzentration in der PPV-Varian-
te aus. Die Werte lagen in allen Fällen deutlich
über denjenigen der Kontrolle. Somit konnte ein-
deutig die Akkumulation von Salicylat in gegen-
über PPV hypersensibel reagierenden Genotypen

Abb. 3.2–6   HPLC-Chromatogramm. Detektion von Salicylat bei einer Retentionszeit von 9min 54sec. Dar-
gestellt sind die Chromatogramme eines eingesetzten SA-Standards und des Genotyps ‘Hoh 7558’ in der
virusfreien Variante.
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nachgewiesen werden. Die gemessenen Konzen-
trationen an freier SA entsprechen den Werten,
die bei Tabak nach Auslösung der HR durch In-
okulation mit Tabakmosaikvirus induziert wur-
den (ROTH 2004), oder übertreffen sie sogar. Die-
ser Befund ist ein weiteres Indiz dafür, dass es
sich bei den beobachteten nekrotischen Reaktio-
nen von Genotypen der Europäischen Pflaume
um eine HR handelt. Da bei schwach hypersensi-
blen Genotypen keine Akkumulation in dem
Ausmaß wie bei stark hypersensibel reagierenden
festgestellt werden konnte, muss auch eine Rolle
der SA als systemisches Signal in der Pflanze, das
die Einleitung von Resistenzmechanismen gegen

das Pathogen bedingt, in Betracht gezogen wer-
den. KLESSIG und MALAMY (1994), ALVAREZ
(2000) und SLAYMAKER et al. (2002) halten eine
derartige Funktion von SA für wahrscheinlich.

Die Konzentration von SA in der Blatt-
spreite muss im Zeitverlauf nicht konstant sein:
SA wird beispielsweise durch Methylierung oder
Glycosidierung in biologisch inaktive Formen
überführt. Dies ermöglicht es der Pflanze, die
Funktion von Salicylat als Signalüberträger und
als Effektor für Enzymaktivitäten in der Zelle zu
steuern (SLAYMAKER et al. 2002). Ist die für die
Auslösung der notwendigen Stoffwechselvorgän-

Abb. 3.2–7   Salicylat-Gehalte in den Blattspreiten der einzelnen Genotypen zu zwei verschiedenen Zeit-
punkten der Probenahme. 
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ge notwendige Konzentration freien Salicylats in
der Zelle erreicht, kann diese durch Konjugation
gesenkt werden. Vor diesem Hintergrund sind
die beobachteten Veränderungen in der SA-Kon-
zentration beim zweiten Entnahmetermin erklär-
bar.

3.2.4 Zusammenfassung

KEGLER et al. (1985) bezeichneten die Ab-
sterbeerscheinungen des Neuaustriebs, die bei
Veredlungen des Genotyps ‘K4’ auf bestimmte
PPV-befallene Pflanzen auftreten, allein auf-
grund visueller Beobachtungen als hypersensible
Reaktionen. Mit den durchgeführten Experimen-
ten gelang es erstmals nachzuweisen, dass es sich
dabei tatsächlich um eine HR handelt. Dazu wur-
den in drei verschiedenen Versuchsansätzen In-
dikatoren für die HR im Stoffwechsel ausgewähl-

ter Genotypen der Europäischen Pflaume nach
Inokulation mit PPV nachgewiesen:

1 Superoxidanionen akkumulierten in der
Blattspreite der hypersensiblen Sorte ‘Jo-
jo’ nach künstlicher PPV-Inokulation,
nicht aber in derjenigen PPV-sensibler
Genotypen.

2 In der Blattspreite hypersensibler Geno-
typen häuften sich in Bereichen, die spä-
ter nekrotisieren, oder in Nekrosenrand-
bereichen Superoxidanionen und Was-
serstoffperoxid an.

3 Freie Salicylsäure lag in Blattspreiten hy-
persensibler Genotypen nach PPV-In-
okulation mittels Doppelpfropfung in
deutlich höherer Konzentration vor als in
PPV-freien Pflanzen.
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3.3 Beobachtungen zur Begrenzung der Virusausbreitung durch die 
hypersensible Reaktion

Im vorangegangenen Kapitel wurde ge-
zeigt, dass es sich bei den nekrotischen Reaktio-
nen, die bei bestimmten Genotypen der Europäi-
schen Pflaume nach Inokulation mit PPV ablau-
fen, um eine hypersensible Reaktion handelt. Zu-
gleich wurde festgestellt, dass es Unterschiede im
Grad der Hypersensibilität gibt. Per definitionem
impliziert die HR zwei Komponenten ihrer
Wirkweise (s. S. 32): Den programmierten Zell-
tod und die Auslösung von Resistenzreaktionen
im umliegenden und/oder entfernt liegenden Ge-
webe.

Der Ablauf des programmierten Zelltods
ist mit dem Auftreten absterbender Zellen im
Veredlungsspalt und in der Blattspreite hyper-
sensibler Genotypen nach massiver, künstlicher
PPV-Inokulation nachgewiesen. Schwieriger ist
es, die mit der HR verknüpften Resistenzreaktio-
nen im umliegenden Gewebe zu beschreiben. Ein
möglicher Ansatzpunkt, diese über die Bestim-
mung der Salicylatkonzentration in der Blatt-
spreite zu erfassen, wurde im vorhergehenden
Abschnitt vorgestellt. Ein prinzipielles Problem
stellt bei der Interaktion zwischen der Europäi-
schen Pflaume und PPV die fehlende Möglichkeit
dar, über die Inokulation durch Abreibung viren-
haltigen Pflanzenpresssaftes auf Blätter die HR an
einigen Organteilen der Pflanze einmal oder
mehrmals nacheinander zu induzieren und in be-
stimmten Zeitabständen die auftretenden Verän-
derungen im Stoffwechsel zu erfassen. Im Testsy-
stem ist nur eine Inokulation durch Veredlung
möglich, die eine stete Zufuhr an Inokulum mit
sich bringt und daher die zeitlichen Dimensionen
der Resistenzinduktion verschleiert.

Ein gangbarer Weg, den Grad der mit der
HR einhergehenden Resistenzinduktion zu erfas-
sen, ist es, deren Effekt, d. h. die Hemmung der
Virusausbreitung, nachzuweisen. Zu diesem
Zweck wurden zwei Verfahren angewandt: Der
immunologisch-histochemische Nachweis von
PPV in Gewebeschnitten mittels Immunogold-
Silverstainings und die fluoreszenzmikroskopi-
sche Beobachtung der Virusausbreitung unter

Verwendung eines rekombinanten PPV-Isolats,
das in den Wirtszellen ein fluoreszierendes Prote-
in exprimiert. Die erstgenannte Methode musste
zunächst für das System PPV/Prunus domestica
entwickelt werden.

3.3.1 Virusnachweis mittels Immuno-
gold-Silverstaining

Zielstellung. Die Ausbreitung des Scharkavirus
in der Blattspreite sollte im Vergleich zwischen
sensiblen und hypersensiblen Genotypen unter-
sucht werden. Von besonderem Interesse war da-
bei die postulierte Hemmung der Virusausbrei-
tung im Grenzbereich zwischen gesundem und
nekrotischem Gewebe bei hypersensibel reagie-
renden Genotypen. Aufgrund des Testsystems
konnten nur schwach hypersensible Genotypen
zu den Untersuchungen herangezogen werden,
da stark hypersensible (HK 2 und 3) mit raschen
Absterbeerscheinungen auf Inokulation durch
Doppelpfropfung reagieren.

Material und Methoden

Pflanzenanzucht. Je drei Pflanzen schwach hy-
persensibler Genotypen (HK 1) sowie sensible
Zuchtklone wurden, wie in Kapitel 2.1 „Variabi-
lität des Merkmals „Hypersensiblität“ in Kreu-
zungsnachkommenschaften“ auf S. 42 beschrie-
ben, im Jahr 2004 im Gewächshaus der Versuchs-
station für Gartenbau angezogen (s. Tab. 3.3–1).
Sie wurden durch Doppelpfropfung mit virusin-
fiziertem Zwischenveredlungsreis mit PPV-D in-
fiziert. Als Kontrollen dienten virusfreie Vered-
lungen der Sorten ‘Katinka’ und ‘Hauszwetsche,
Typ Schüfer’, die auf Myrobalanensämlingen als
Unterlage unter gleichen Bedingungen wie die
Doppelpfropfungen im Foliengewächshaus ange-
zogen wurden. 

Probenahme und Anfertigung mikroskopi-
scher Schnitte. Nach Ausprägung deutlich er-
kennbarer Blattspreitennekrosen bei den hyper-
sensiblen Genotypen wurden den PPV-infizier-
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ten Pflanzen symptomtragende Blätter und den
virusfreien Bäumen Blätter entsprechenden Al-
ters entnommen, fixiert und in Kunstharz einge-
bettet. Mit einem Mikrotom wurden Semidünn-
schnitte (5μm) angefertigt und auf Objektträger
überführt. Anschließend wurden sie dem Immu-
nogold-Silverstaining (s. u.) unterzogen. Danach
wurden die Schnitte mit Safraninfärbung mit oxi-
dativer Vorbehandlung (GUTMANN 1995) oder
ACN-Lösung gefärbt. Schließlich wurden Dauer-
präparate angefertigt. Die genannten Verfahren
sind auf S. 45ff. und S. 70 beschrieben.

Virusnachweis. Für den Nachweis von PPV im
Blattgewebe wurde das Verfahren des Immuno-
gold-Silverstainings (IGSS) verwendet. Dabei
wurde das Hüllprotein des Scharkavirus durch
spezifische Antikörper markiert. In einem zwei-
ten Schritt wurde der Ort der Bindungen der pri-
mär applizierten Antikörper sichtbar gemacht:

Die Semidünnschnitte wurden nach der
Überführung auf Objektträger getrocknet. Zum
Blockieren unspezifischer Bindestellen wurden
die Schnitte für 60min in jeweils 150μl Blockie-
rungsreagenz (10ml/l BSA-c (acetyliertes Rinder-
serumalbumin der Fa. Aurion, Wageningen, Nie-
derlande), 20g/l Polyvinylpyrrolidon (M: 10000
–15000g/mol), 15mM NaN3 in PBS-Puffer (1×)
(Applichem, Darmstadt), pH 7,4) inkubiert. An-
schließend wurden sie für 80min einer Lösung
mit primären Antikörpern ausgesetzt: Es wurden
monoklonale, nicht stammspezifische Anti-PPV-

Antikörper der Firma Bioreba (Reinach,
Schweiz) verwendet. Die Antikörper der Klasse
IgG (Subklasse 2a) waren von der Fa. Bioreba aus
Mauszellkulturüberständen (aus In vitro-Pro-
duktion) gewonnen und mittels Ammoniumsul-
fat-Ausfällung und ProteinA-Affinitätschroma-
tographie gereinigt worden. Sie lagen in PBS Puf-
fer (pH 7,4) mit 30,8mM Natriumazid in einer
Konzentration von 4mg/ml vor. Für die Inkuba-
tion wurde die Antikörperlösung in Inkubations-
puffer auf eine Konzentration von 10μg/ml ver-
dünnt. Dieser bestand aus 2ml/l BSA-c, 20g/l Po-
lyvinylpyrrolidon (M: 10000–15000g/mol) und
15mM NaN3 in PBS-Puffer (1×) (Applichem,
Darmstadt), pH 7,4. Danach wurden die Objekt-
träger dreimal für je fünf Minuten in Inkubati-
onspuffer (ohne primäre Antikörper) gewaschen.
Anschließend wurden auf die Schnitte für
120min je 150μl Inkubationspuffer mit 1% (v/v)
sekundärem Antikörper (Ziege-anti-Maus-IgG,
markiert mit Goldpartikeln des Durchmessers
0,8nm, Fa. Aurion) gegeben. Diese sekundären
Antikörper banden an die primären Antikörper,
die ihrerseits an das PPV-Hüllprotein gebunden
waren. Es schlossen sich drei Waschschritte in
antikörperfreiem Inkubationspuffer und zwei
Waschungen in reinstem Wasser für jeweils
5min an. Die Verstärkung des Goldsignals durch
Ausfällen elementaren Silbers (LACKIE 1996) er-
folgte mit Reagentien der Fa. Aurion nach deren
Anwendungsvorschriften: Die beiden Kompo-
nenten „Developer“ und „Enhancer“ für die
Lichtmikroskopie wurden nach Annahme der
Zimmertemperatur im Verhältnis 1:1 gemischt.
150μl wurden pro Präparat aufgetragen und ca.
25min inkubiert, bis unter dem Invertmikroskop
bei schwachem Licht ggf. ein Silberniederschlag
erkennbar wurde. Die Redoxreaktion, die zum
Ausfällen des Silbers an den Goldkeimen führt,
wurde durch dreimaliges Waschen in reinstem
Wasser unterbrochen. Sämtliche Inkubations-
schritte wurden in einer Feuchtekammer bei
Zimmertemperatur durchgeführt. Die Schnitte
wurden nach dem IGSS getrocknet und wie oben
beschrieben gefärbt.

Das vorgestellte immunologisch-histo-
chemische Nachweisverfahren für PPV mittels
IGSS wurde zunächst an Schnitten durch Blatt-
spreiten PPV-infizierter und virusfreier Kontroll-

Tab. 3.3–1   Für den PPV-Nachweis verwendete
Genotypen und ihre Reaktion auf PPV-Inokulation
mittels Doppelpfropfung

Genotyp Symptome auf der Blattspreite

Hauszwetsche, 
Typ Schüfer

Chlorosen

Katinka Chlorosen

Hoh 6588 sehr starke Chlorosen

Hoh 8064 Chlorosen, anthocyanreiche 
Blattadern im chlorotischen 
Bereich der Blattspreite

Hoh 6067 schwache Nekrosen

Hoh 6749 Chlorosen und mittlerstarke 
Bekrosen

Hoh 7558 starke Chlorosen und Nekrosen
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pflanzen der Sorte ‘Hauszwetsche, Typ Schüfer’
durch Variation der Inkubationszeiten der pri-
mären und sekundären Antikörper, der Konzen-
tration der eingesetzten Antikörperlösungen und
der Art der Absättigung unspezifischer Bindun-
gen vor Beginn der Antikörperapplikation eta-
bliert. Durch die Verwendung virusfreien und vi-
rusbefallenen Pflanzenmaterials wurde die Spezi-
fität der primären Antikörper sichergestellt.

Bei allen durchgeführten PPV-Nachwei-
sen wurde als Kontrolle bei vier Schnitten pro Va-

riante die beschriebene Prozedur ohne die primä-
ren Antikörper durchgeführt. Statt der Anti-
PPV-Antikörper-Lösung wurde lediglich die In-
kubationslösung verwendet. Auf diese Weise
konnte die Spezifität der Bindung der sekundären
Antikörper überprüft werden.

Ergebnisse und Diskussion

Etablierung der IGSS-Methode. i i Abb. 3.3–1
zeigt die Ergebnisse des IGSS bei ‘Hauszwetsche,

Abb. 3.3–1   Nachweis des PPV-Hüllproteins in der Blattspreite der Sorte ‘Hauszwetsche, Typ Schüfer’ mit
IGSS. Safraninfärbung mit oxidativer Vorbehandlung. A Kontrolle, ohne primären Antikörper. B Kontrolle,
mit primärem Antikörper. C PPV-infizierte Pflanze, ohne primären Antikörper. D PPV-infizierte Pflanze, mit
primärem Antikörper. Deutlich erkennbarer, schwarzer Silberniederschlag. E PPV-infizierte Pflanze, mit pri-
märem Antikörper. Das Virushüllprotein ist in der Blattspreite ungleichmäßig verteilt. F PPV-infizierte Pflan-
ze, mit primärem Antikörper. Die Schwarzfärbung tritt vornehmlich im Cytosol auf, große Teile der Zelle (Va-
kuole) sind ungefärbt. In den Zellen der Epidermis ist kein Silberniederschlag sichtbar. 
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Typ Schüfer’. In der Blattspreite der virusfreien
Kontrollpflanzen trat kein Silberniederschlag auf.
In Schnitten durch die Blattspreite PPV-infizier-
ter Pflanzen war in der Variante mit Behandlung
in Inkubationslösung, die frei von primären An-
tikörpern war, ebenfalls kein Niederschlag er-
kennbar, wohl aber in der Variante, die primären
Antikörpern ausgesetzt war. Damit wurde ge-
zeigt, dass das beschriebene IGSS-Verfahren spe-
zifisch die Anwesenheit von PPV-Hüllprotein
anzeigt. Sowohl die primären als auch die sekun-
dären Antikörper banden spezifisch.

Die Verteilung des PPV-Hüllproteins in
der Blattspreite der sensiblen Sorte ‘Hauszwet-
sche, Typ Schüfer’ war unregelmäßig. Insbeson-
dere in der Nähe von Leitgefäßen bildete sich ein
deutlich stärkerer Silberniederschlag als in ande-
ren Gewebebereichen. Diese Beobachtungen ste-
hen im Einklang mit der bei vielen Virosen, die
Mosaiksymptome hervorrufen, beobachteten un-
gleichmäßigen Verteilung der Viren in der Blatt-
spreite (Phänomen der „grünen Inseln“, FRASER
1985b). Selbst in den Gewebebereichen, in denen
starke Silberniederschläge auf eine hohe Virus-
konzentration schließen ließen, gab es Zellen, in

Abb. 3.3–2   Nachweis des PPV-Hüllproteins in der Blattspreite verschiedener Genotypen mit IGSS. ACN-
Färbung. Blätter entnommen von PPV-infizierten Pflanzen. A ‘Katinka’ (sensibel). B ‘Hoh 8064’ (sensibel).
C ‘Hoh 6588’ (sensibel). D ‘Hoh 6067’ (sehr schwache Blattspreitennekrosen). E ‘Hoh 6067’. Längsschnitt
durch die Blattspreite. F ‘Hoh 6749’ (starke Blattspreitennekrosen). 
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denen kein Virus nachgewiesen werden konnte
(s. Abb. 3.3–1 F). Dies kann auf in einzelnen Zel-
len induzierte Resistenz zurückzuführen sein, wie
sie etwa durch gene silencing (WATERHOUSE et al.
1999, s. Kapitel 1.4.3.1 „Posttransscriptional gene
silencing“ auf S. 23) vermittelt wird.

Verbreitung des Virus in der Blattspreite bei
sensiblen und hypersensiblen Genotypen. i Bei
allen untersuchten Genotypen, die sensibel ge-
genüber PPV reagieren und keine Blattspreiten-
nekrosen ausbilden, wurde Silberniederschlag in
der gesamten Blattspreite nachgewiesen (s. Abb.
3.3–2 A, B, C). Die geringste Dichte des Silbernie-
derschlags wurde in den Epidermiszellen beob-
achtet. In an Leitgefäße grenzenden Geweben
konnte in den meisten Fällen PPV nachgewiesen
werden (s. Abb. 3.3–2 A).

Bei den untersuchten Genotypen, die
(schwach) hypersensibel reagieren, zeigte sich ein
differenziertes Bild: Bei einigen Zuchtklonen (z.
B. ‘Hoh 6067’, welcher zwar Rinden-, aber nur
sehr schwache Blattspreitennekrosen ausbildet),
war in der Verteilung des PPV-Hüllproteins in
der Blattspreite kein Unterschied zu den sensi-
blen Genotypen festzustellen (s. Abb. 3.3–2 D, E
im Vergleich zu A, B, C). Bei anderen wiederum
(z. B. ‘Hoh 6749’, s. Abb. 3.3–2 F), die mit starken
Blattspreitennekrosen auf PPV-Befall reagierten,
war PPV in der Blattspreite nicht nachweisbar:
Weder im gesunden noch im Grenzbereich zwi-
schen nekrotischem und gesundem Gewebe bil-
dete sich ein Silberniederschlag. Diese Genoty-
pen waren demnach in der Lage, die Ausbreitung
des Virus in der Blattspreite durch die HR zu ver-
hindern.

Diese Befunde stimmen mit dem Ergeb-
nis des ROS-Nachweises in der Blattspreite von
Genotypen, die eine vergleichbare Abwehrreakti-
on gegenüber PPV zeigen, überein (s. Kapitel
3.2.2 „Superoxidanionen und Wasserstoffper-
oxid in der Blattspreite hypersensibler Genoty-
pen“ auf S. 72). Allerdings ist der Ablauf des pro-
grammierten Zelltods nicht bei allen Genotypen
ausreichend, um die Ausbreitung des Virus in der
Blattspreite zu verhindern. Über ähnliche Beob-
achtungen berichten KEGLER et al. (2002). Die Vi-
rusausbreitung im Blattgewebe wird also nur bei

Genotypen begrenzt, die einen ausreichend ho-
hen Hypersensibilitätsgrad aufweisen. Sie sind zu
einer Lokalisierung des Scharkavirus befähigt.

Obstbaulich wertvoll sind diejenigen Ge-
notypen, die bei natürlicher PPV-Infektion über
Blattläuse als Vektoren das Virus im Blattgewebe
rasch lokalisieren. Sie bleiben im Feld symptom-
und befallsfrei. Nekrosen und Absterbereschei-
nungen zeigen sie ausschließlich nach künstli-
cher Inokulation mittels Pfropfung.

Mit der vorgestellten Methode zum
Nachweis des Scharkavirus in der Blattspreite der
Europäischen Pflaume steht ein Verfahren zur
Verfügung, das mit deutlich höherer Auflösung
als das Tissue-print-immunoblotting (HOFF-
MANN et al. 1997) die Beobachtung der Virusaus-
breitung in der Pflanze zulässt. Hierin ist es ver-
gleichbar mit dem Nachweis viraler Nucleinsäure
durch In-situ-Hybridisierung: ION-NAGY et al.
(2004a) wiesen damit PPV in Geweben der Apri-
kose nach und nutzten das Verfahren zur Unter-
suchung verschiedener Resistenzmechanismen
bei dieser Obstart. In verschiedenen Tabakarten
wiesen RIEDEL et al. (1998) das PPV-Hüllprotein
mittels IGSS nach. Das hier vorgestellte Verfah-
ren zum Nachweis von PPV in Geweben der Eu-
ropäischen Pflaume nutzt erstmals sekundäre
Antikörper, die mit ultrakleinen Goldpartikeln
mit einem Durchmesser von 0,8nm markiert
sind. Dies erleichtert die Penetration der Anti-
körper durch die Zellstrukturen und durch das
Einbettungsmedium erheblich und bringt daher
eine höhere Nachweisempfindlichkeit mit sich
(LACKIE 1996). Bislang wurden nur Goldpartikel
mit einem Durchmesser von mehr als 10nm als
Markierung der sekundären Antikörper verwen-
det.

3.3.2 Virusnachweis mittels eines re-
kombinanten, GFP-exprimieren-
den PPV-Isolats

Zielsetzung. Sensible und hypersensible Genoty-
pen der Europäischen Pflaume sollten mit einem
PPV-Isolat infiziert werden, das ein green fluores-
cent protein (GFP) exprimiert. Ein derartiges re-
kombinantes Isolat wurde von der Arbeitsgruppe
um J. A. GARCÍA an der Universität Madrid her-
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gestellt, indem das GFP-codierende Gen aus
Aequorea victoria in das Genom eines PPV-D-
Isolats integriert wurde (FERNÁNDEZ-FERNÁNDEZ
et al. 2001). Ein System zur Beobachtung der Aus-
breitung von Viren, das auf der Expression des
genannten Gens beruht, wurde erstmals von
BAULCOMBE et al. (1995) beschrieben. Das PPV-
GFP-Isolat wurde freundlicherweise von J. A.
GARCÍA zur Verfügung gestellt.

Material und Methoden

Die aus der Kreuzungskombination ‘Jojo’×‘Fel-
lenberg’ an der Universität Hohenheim hervor-
gegangenen PPV-sensiblen (HK 0) Zuchtnum-
mern ‘Hoh 7344’ und ‘Hoh 7381’ und stark hy-
persensiblen (HK 3) Genotypen ‘Hoh 7344’ und
‘Hoh 7378’ sowie der PPV-sensible (HK 0) Klon

‘Jaspy’ ((Prunus salicina×P. cerasifera)×P. spino-
sa) wurden in drei Wiederholungen im März
2004 in einem Glasgewächshaus des Institut Na-
tional de la Recherche Agronomique (INRA)
Bordeaux Aquitaine (Frankreich) auf die Unter-
lage ‘GF 305’ (Prunus persica) durch chip budding
veredelt. Anfang Mai wurden je zwei Pflanzen
pro Genotyp durch Veredlung von Rindenspä-
nen in die Unterlage mit dem rekombinanten
Isolat PPV-GFP inokuliert. 30 Tage nach der In-
okulation wurden den Austrieben der aufveredel-
ten Sorten Blätter entnommen und mittels ELI-
SA-Test (s. S. 43) auf Anwesenheit des Virus
überprüft. Von jeder Pflanze wurden Blätter im
Stereomikroskop (Leica MZFLIII, Anregungs-
wellenlänge 450–490nm, Sperrfilter 500–550nm)
und im konfokalen Laser Scanning Mikroskop
(Leica TSC SP2, Anregungswellenlänge 488nm,

Abb. 3.3–3   Nachweis von PPV-GFP (grüne Fluoreszenz) in der Blattspreite verschiedener Genotypen im
Stereomikroskop unter Fluoreszenzlicht. A ‘Hoh 7401’ (sensibel). Blattadern und angrenzende Gewebe
fluoreszieren. B ‘Jaspy’ (sensibel). (Wie A). C, D ‘Hoh 7344’ (hypersensibel). Die Fluoreszenz tritt nicht in
Blattadern und nur in einem begrenzten Bereich der Blattspreite auf. 
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Emissionswellenlänge 505–525nm (Kanal 1,
Fluoreszenz des GFP) bzw. 685–740nm (Kanal 2,
Autofluoreszenz des Chlorophylls)) nach der von
LANSAC et al. (2004) und ION-NAGY et al. (2004b)
beschriebenen Methode untersucht.

Ergebnisse

Die phänotypische Ausprägung der PPV-Symp-
tome der mit PPV-GFP inokulierten Pflanzen
entsprach den in Kapitel 2 „Ausprägungsformen
der  Hypersensibilität  gegenüber  PPV“ auf S. 41
gemachten Angaben: Die Austriebe der hyper-
sensiblen Genotypen starben etwa 90 Tage nach
der Inokulation mit PPV-GFP ab. Die sensiblen
Genotypen entwickelten typische Scharkasymp-
tome auf der Blattspreite und waren im ELISA-
Test PPV-positiv.

In den virusfreien Kontrollen konnte im
Stereomikroskop keine Grünfluoreszenz beob-
achtet werden. Bei den sensiblen Genotypen fluo-
reszierten weite Teile der Blattspreite grün, was
als Nachweis des GFP gilt und die Verbreitung
des PPV-GFP widerspiegelt. Besonders die Blatt-
adern und die umliegenden Zellschichten zeigten
eine deutliche Fluoreszenz (s. Abb. 3.3–3 A und
B).

Bei den hypersensiblen Genotypen be-
schränkte sich die Fluoreszenz auf eng begrenzte
Bereiche der Blattspreite. In den Blattadern
konnte keine Fluoreszenz beobachtet werden (s.
Abb. 3.3–3 C und D). Sie trat nicht in der Vakuo-
le, sondern nur im Cytoplasmasaum entlang der
Zellwand auf.

Auch bei der Untersuchung im konfoka-
len Laser Scanning Mikroskop zeigte sich, dass
bei hypersensiblen Genotypen die Fluoreszenz
auf einzelne Zellen beschränkt ist, während bei
sensiblen Genotypen weite Teile des Blattparen-
chyms fluoreszieren (s. Abb. 3.3–4).

Diskussion

In den vorausgegangenen Abschnitten konnte
die Verbreitung des Scharkavirus nur in sensibel
und schwach hypersensibel reagierenden Geno-
typen untersucht werden. Die hier vorgestellten
Ergebnisse ermöglichen einen Blick auf stark hy-
persensible Zuchtklone. Hier zeigt sich, dass die
Ausbreitung des Virus auf eng begrenzte Gewe-
bebereiche der Blattspreite beschränkt ist. Im Ge-
gensatz zu sensiblen und schwach hypersensiblen
Genotypen sind stark hypersensible durchwegs
in der Lage, das Virus vollständig auf einzelne
Gewebebereiche zu lokalisieren. Diese Ergebnisse

Abb. 3.3–4   Nachweis der Verbreitung von PPV-
GFP in der Blattspreite von Genotypen der Euro-
päischen Pflaume. Konfokale Laser Scanning Mi-
kroskopie. Grüne Fluoreszenz: PPV-GFP. Rote
Fluoreszenz: Chlorophyll. (Überlagerung der auf
zwei Kanälen aufgenommenen Bilder.) A ‘Jaspy’
(sensibel). PPV-GFP ist in den meisten Zellen der
Blattspreite vorhanden. B ’Hoh 7344’ (stark hy-
persensibel). Die grüne Fluoreszenz, die PPV-GFP
nachweist, ist auf wenige, einzelne Zellen be-
schränkt.
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stehen im Einklang mit der Beobachtung, dass
stark hypersensibel reagierende Genotypen im
Feld befallsfrei bleiben. Dies kann damit erklärt
werden, dass sie auf natürliche Infektionen mit
Blattläusen mit dem Einleiten einer HR antwor-
ten und die PPV-Infektion so auf wenige Zellen
beschränken können. Dies entspricht einer Resi-
stenz durch Hypersensibilität mit Lokalisierung
des auslösenden Schaderregers, wie sie KEGLER et
al. (2001) für Nachkommen des Klons ‘K4’ be-
schreiben.

Fluoreszenz trat nicht im Bereich der Va-
kuole auf. Dieses Ergebnis bestätigt den beim Vi-
rusnachweis mittels IGSS erhaltenen Befund,
dass PPV nur im Cytoplasma vorkommt (s. vor-
angehendes Kapitel).

3.3.3 Zusammenfassung

In sensiblen und schwach hypersensiblen
Genotypen kann sich das Scharkavirus nach In-
okulation durch Doppelpfropfung oder chip bud-
ding systemisch in der Blattspreite ausbreiten.

Stärker hypersensibel reagierende Geno-
typen sind nach künstlicher Inokulation in der
Lage, die Ausbreitung des Scharkavirus auf be-
grenzte Bereiche der Blattspreite zu beschränken.

Aus dieser Fähigkeit kann die Feldresi-
stenz stark hypersensibel reagierender Genoty-
pen abgeleitet werden.
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4 Vererbung der Hypersensibilität 
gegenüber PPV

Für die Nutzung der Hypersensibilität
der Europäischen Pflaume in der Züchtung ist
eine möglichst genaue Kenntnis ihrer geneti-
schen Grundlagen erforderlich. Zum einen inter-
essiert, ob das Merkmal stabil an Nachkommen
weitergegeben werden kann, zum anderen, ob es
Unterschiede in der Kombinationseignung ver-
schiedener Zuchteltern hinsichtlich des Anteils
hypersensibel reagierender Genotypen in ihren
Nachkommenschaften gibt. Diesen beiden Frage-
stellungen sollte nachgegangen werden, indem
im Hohenheimer Züchtungsprogramm vorhan-
dene Nachkommenschaften, die aus wenigstens
einem hypersensiblen Elternteil hervorgingen,
auf dieses Merkmal untersucht wurden.

Vorangestellt sei eine Bemerkung zum
Gebrauch der Begriffe „Kreuzungsnachkommen-
schaften“ und „Kreuzungspopulationen“: Als
„Population“ wird in der Ökologie die Gesamt-
heit aller Individuen einer Art bezeichnet, die
sich untereinander fortpflanzen (STRASBURGER
1991). Sie müssen also zur gleichen Zeit im glei-
chen Gebiet nebeneinander existieren. In einer
Population ist Genfluss möglich. Sobald z. B. geo-
graphische Barrieren diesen verhindern, liegen
zwei verschiedene Populationen vor, die aber im-

mer noch zu einer Art gehören. Diese Definition
von Population ist nicht voll mit dem Gebrauch
des Begriffes in der Züchtung gleichzusetzen. Je-
doch hat er in seiner eigentlichen Bedeutung
auch in der Züchtung eine Aussagekraft: Der
Züchter schafft mit der Auswahl der Elterngene-
ration eine Population, indem er den Genfluss
zwischen den als Eltern auserkorenen und den
übrigen Individuen derselben Art künstlich un-
terbindet, z. B. durch räumliche Trennung der
Pflanzen oder durch Verhüllen von Blüten zur
Verhinderung unkontrollierter Befruchtung bei
Spermatophyten. Aus der daraus hervorgehen-
den Generation, die oft ungenau als Population
oder Kreuzungspopulation bezeichnet wird,
wählt der Züchter im Selektionsprozess geeignete
Individuen aus. Für die Gesamtheit der ausge-
wählten Elternpflanzen wird hier der Begriff
„Zuchtpopulation“ vorgeschlagen; sie wird näm-
lich durch den Züchter künstlich geschaffen und
erfüllt alle Kriterien, die der Begriff „Population“
per definitionem impliziert. Die korrekte Bezeich-
nung für die Gesamtheit der aus einer Kreu-
zungskombination hervorgegangenen Individu-
en ist „Kreuzungsnachkommenschaft“ und nicht
„Kreuzungspopulation“.
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4.1 Material und Methoden

Die Nachkommen der in Tab. 2.1–1 auf S.
42 aufgeführten Kreuzungskombinationen wur-
den wie dort beschrieben mittels Inokulation
durch Doppelpfropfung auf Hypersensibilität ge-
testet. Aus den Boniturdaten (s. Tab. 2.1–2 auf S.
44) wurde für jeden Genotyp der Hypersensibili-
tätsindex (HI) und die korrespondierende Hy-
persensibilitätsklasse (HK) (s. S. 53) bestimmt.
Statistisch ausgewertet wurden die Daten mit
dem Statistikprogramm MINITAB 14.0. Zur Be-

urteilung von Unterschieden in der Verteilung
hypersensibler und anfälliger Genotypen zwi-
schen den Nachkommenschaften wurde der Me-
dianvergleich nach MOOD als verteilungsfreier
Test herangezogen. Der MOOD-Test ist das nicht-
parametrische Pendant zum t-Test bzw. zum TU-
KEY-Test, die als parametrische Tests bei normal-
verteilten Testgrößen verbreitet angewendet wer-
den.

4.2 Ergebnisse und Diskussion

4.2.1 Anteile hypersensibler Genotypen 
in den Nachkommenschaften

Zunächst sollen folgende Fragenkomple-
xe im Mittelpunkt stehen:

1 Wie sind die Hypersensibilitätsindices in
der Gesamtheit aller untersuchten Nach-
kommen verteilt?

2 Wie groß ist der Anteil der verschiedenen
HK in den einzelnen Kreuzungsnach-
kommenschaften? Hängt die Größe des
Anteils hypersensibler Genotypen von
der Kreuzungskombination ab?

In Tab. 4.2–1 sind die Anzahl der geteste-
ten Hybriden, die prozentuale Verteilung der Ge-
notypen verschiedener HK und der prozentuale
Anteil der Genotpyen mit PPV-Symptomen auf
der Blattspreite in den einzelnen Nachkommen-
schaften, geordnet nach zunehmendem Anteil
hypersensibler Genotypen in den Nachkommen-
schaften, aufgeführt. Die Durchschnittswerte für
die Gesamtheit der untersuchten Hybriden sind
angegeben.

In Abb. 4.2–1 ist der Anteil der Genoty-
pen in den Nachkommenschaften verschiedener
Kreuzungskombinationen nach den ihnen zuge-
ordneten Hypersensibilitätsklassen dargestellt.
Die Genotypen, die den Hypersensibilitätsklas-
sen 2 und 3 zugeordnet werden, können als obst-
baulich wertvoll bezüglich der Reaktion gegen-

über PPV bezeichnet werden, da sie mit hoher
Wahrscheinlichkeit eine Feldresistenz gegenüber
PPV besitzen. Hybriden der HK 1 sind für den
Anbau ungegeignet, da sie nicht zur Lokalisie-
rung des Virus befähigt sind und Absterbeer-
scheinungen nach PPV-Inokulation zeigen kön-
nen. In HK 0 fallen alle Genotypen, die nicht hy-
persensibel reagieren. Über ihre PPV-
Fruchttoleranz konnte im Rahmen der Untersu-
chungen keine Aussage getroffen werden. In den
nachfolgenden Ausführungen wird, sofern nicht
anders vermerkt, die Summe der Anteile aus HK
2 und HK 3 als „Anteil hypersensibler Genoty-
pen“ in einer Nachkommenschaft bezeichnet.

In Abb. 4.2–2 sind Histogramme des Hy-
persensibilitätsindex dargestellt. Die Häufigkeits-
verteilung der HI in der Gesamtheit der unter-
suchten Hybriden belegt, dass keine Normalver-
teilung vorliegt: Ein hoher Anteil an Hybriden
war der HK 0 zuzuordnen. Mit mehr als 600 Indi-
viduen beinhaltet diese HK mehr als die Hälfte
(53,3%) der Nachkommen. In HK 1 fanden sich
6,6%, in HK 2 7,4% und in HK 3 32,7% der Hy-
briden (s. auch Tab. 4.2–1). Betrachtet man die
Gesamtheit der untersuchten Nachkommen, so
kann festgestellt werden, dass die beiden Extre-
menklassen HK 0 und HK 3 mit jeweils einem re-
lativ hohen Anteil vertreten waren.

Zwischen den einzelnen Kreuzungskom-
binationen gab es aber deutliche Unterschiede in
der Verteilung der HI unter den Nachkommen.
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Tab. 4.2–1   Anzahl der getesteten Hybriden, prozentuale Verteilung der Genotypen verschiedener Hyper-
sensibilitätsklassen (HK) und prozentualer Anteil der Genotpyen mit PPV-Symptomen auf der Blattspreite in
den einzelnen Nachkommenschaften, geordnet nach zunehmendem Anteil hypersensibler Genotypen in
den Nachkommenschaften. Hypersensible Eltern sind durch Farbdruck gekennzeichnet.

Nr. Kreuzungs-
kombination

Anzahla HK 0
(%)

HK 1
(%)

HK 2
(%)

HK 3
(%)

HK 2+
3 (%)b

PPV
(%)c

PPV – 
HK 0 (%)d

Ø HIe Median 
(HI)f

5 Cacaks Schöne×
(Ort×Stan 34)

9 88,9 11,1 0,0 0,0 0,0 100,0 11,1 0,04 0,02

21 Jojo×Klon 128 43 72,1 16,3 7,0 4,6 11,6 95,4 23,3 0,12 0,00

20 Jojo×Klon 108 68 70,6 11,8 5,9 11,8 17,7 79,4 8,8 0,16 0,03

12 Jojo×C. Fruchtbare 62 77,4 3,2 4,8 14,5 19,4 77,4 0,0 0,18 0,00

24 Jojo×Zwintschers 
Frühe

47 69,0 12,8 0,0 21,3 21,3 76,6 10,6 0,22 0,03

3 Cacaks Beste×
(Ort×Stan34)

14 71,4 7,1 0,0 21,4 21,4 85,7 14,3 0,20 0,00

4 Cacaks Fruchtbare×
(Ort×Stan34)

30 66,7 10,0 0,0 23,3 23,3 86,7 20,0 0,21 0,02

10 Jojo×Hoh 1468 70 65,7 10,0 10,0 14,3 24,3 71,4 5,7 0,21 0,03

19 Jojo×Katinka 51 52,9 21,6 9,8 15,7 25,5 70,6 17,7 0,24 0,07

17 Jojo×Hauszwetsche, 
Typ Schüfer

31 64,5 9,7 3,2 22,6 25,8 64,5 0,0 0,25 0,04

23 Jojo×Presenta 77 61,0 11,7 13,0 14,3 27,3 74,0 13,0 0,21 0,04

6 Elena×(Ort×Stan34) 63 58,7 1,6 9,5 30,2 39,7 63,5 4,8 0,33 0,03

16 Jojo×Hauszwetsche, 
Typ Gunser

20 40,0 20,0 0,0 40,0 40,0 60,0 20,0 0,39 0,12

9 Jojo×Haganta 7 57,1 0,0 14,3 28,6 42,9 57,1 0,0 0,35 0,07

2 Hoh 4515×Jojo 63 50,8 4,8 7,9 36,5 44,4 57,1 6,4 0,39 0,09

7 Fellenberg×Jojo 20 55,0 0,0 0,0 45,0 45,0 50,0 -5,0 0,43 0,05

13 Jojo×Fellenberg 76 52,6 0,0 2,6 44,7 47,4 56,6 7,0 0,42 0,07

25 (Ort×Stan34)×Hanita 43 46,5 4,7 7,0 41,9 48,8 51,2 4,7 0,42 0,37

8 Hanita×Jojo 52 44,2 3,9 11,5 40,4 51,9 53,9 9,6 0,43 0,46

14 Jojo×Felsina 91 41,8 4,4 7,7 46,2 53,9 51,7 9,9 0,50 0,57

22 Jojo×(Ort×Gerst17) 14 42,9 0,0 0,0 57,1 57,1 50,0 7,1 0,51 0,76

18 Jojo×Jojo 33 42,4 0,0 3,0 54,6 57,6 42,4 0,0 0,47 0,72

15 Jojo×Hanita 49 40,8 0,0 18,4 40,8 59,2 51,0 10,2 0,47 0,56

26 (Ort×Stan34)×Jojo 47 34,0 2,1 14,9 48,9 63,8 36,2 2,1 0,54 0,69

11 Jojo×Hoh 4465 14 21,4 0,0 14,3 64,3 78,6 21,4 0,0 0,69 0,87

1 Hoh 4465×Jojo 58 10,3 1,7 5,2 82,8 87,9 10,3 0,0 0,81 0,93

Gesamt 1152 53,3 6,6 7,4 32,7 40,1 61,0 7,7 0,35 0,07

a Anzahl der geprüften Genotypen pro Nachkommenschaft
b prozentualer Anteil der Genotypen der HK 2 und 3 in den Nachkommenschaften
c prozentualer Anteil der Genotypen mit Scharkasymptomen auf der Blattspreite
d Differenz zwischen dem prozentualen Anteil der Genotypen mit Scharkasymptomen und dem prozentualen Anteil

der Genotypen der HK 0
e arithmetisches Mittel des Hypersensibilitätsindex
f Median des Hypersensibilitätsindex
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Exemplarisch sind in Abb. 4.2–2 die Histogram-
me für die HI der Nachkommenschaften aus
‘Jojo’×‘Hoh 4465’ und ‘Jojo’×‘Klon 108’ darge-
stellt. Im erstgenannten Fall ließen sich 10,3%, im
letzeren Fall 70,6% der Hybriden der Hypersensi-
bilitätsklasse 0 zuordnen, während 82,8% bzw.
11,8% in die HK 3 fielen. Die Summe der Klassen
HK 2 und 3 lag bei der Kreuzungsnachkommen-
schaft mit ‘Hoh 4465’ als Vatersorte mit 87,9%
der Nachkommen um das fünffache höher als bei
der Nachkommenschaft mit ‘Klon 108’ als Pol-
lenspender, bei der 17,7% in die genannten HK
fielen.

Die Hypothese, dass keine Unterschiede
in der Lage des Medians des HI zwischen den un-
tersuchten Kreuzungskombinationen vorliegen,
kann mit dem Mediantest nach MOOD bei einem
p-Wert von 0,000 abgelehnt werden. Somit ist be-
legt, dass die Höhe des Anteils hypersensibler
Nachkommen bei Kreuzungskombinationen mit

mindestens einem hypersensiblen Elternteil von
den gewählten Kreuzungspartnern abhängig ist.

In Abb. 4.2–3 ist die Differenz zwischen
dem prozentualen Anteil der HK>0 und dem
prozentualen Anteil der HK 0 für jede der unter-
suchten Kreuzungskombinationen dargestellt. Je
höher der Anteil hypersensibler Hybriden in ei-
ner Kreuzungskombination ist, desto größer ist
die Differenz. Die Differenzen schwanken zwi-
schen einem Wert von –77,8 und +79,3 Prozent-
punkten. Dies veranschaulicht die statistisch
nachgewiesenene Abhängigkeit des Anteils hy-
persensibler Genotypen von der Kreuzungskom-
bination.

Der Anteil an Hybriden, die Scharka-
symptome auf der Blattspreite zeigen und nicht
der HK 0 zuzuordnen sind, ist mit durchschnitt-
lich 7,7% niedrig (s. Tab. 4.2–1). Der Prozentsatz
von Hybriden mit PPV-Symptomen ist umso hö-

Abb. 4.2–1   Anteil der Genotypen in den Nachkommenschaften verschiedener Kreuzungskombinationen
nach Hypersensibilitätsklassen. (Abk.: C.=Cacaks)
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her, je niedriger der Anteil hypersensibler Geno-
typen ist. Nur Hybriden der HK 1 zeigten mitun-
ter PPV-Symptome, bei HK 2 und 3 traten sie
nicht auf. Dies ist ein Indiz dafür, dass durch Hy-
persensibilität eine Scharkaresistenz vermittelt
werden kann. Dieser Befund steht in Einklang
mit den Ergebnissen von KEGLER et al. (1991).

Die Ergebnisse, die in diesem Abschnitt
dargestellt wurden, sind Grundlage für die Aus-
führungen über die Vererbung der Hypersensibi-
lität in den kommenden Kapiteln. Auf sie wird
dort Bezug genommen.

4.2.2 Aussagen über die genetische De-
terminierung der Hypersensibilität 
gegenüber PPV

Im voranstehenden Unterkapitel wurde
die Gesamtheit der untersuchten Kreuzungs-
nachkommenschaften betrachtet. Daraus wur-
den Aussagen über die Häufigkeitsverteilung der
HK in den einzelnen Kreuzungsnachkommen-
schaften im Vergleich zur Verteilung in der Ge-
samtheit der untersuchten Nachkommen getrof-
fen. Es konnte gezeigt werden, dass es Unter-
schiede im Anteil hypersensibler Genotypen
zwischen den Kreuzungskombinationen gibt.

Nachfolgend werden die Kreuzungskom-
binationen untereinander verglichen und daraus

Abb. 4.2–2   Hypersensibilitätsindex. Häufigkeit in
der Gesamtheit der untersuchten Hybriden und in
zwei exemplarisch ausgewählten Kreuzungsnach-
kommenschaften. Die Zuordnung zu den HK ist
durch Farbunterlegung betont.

Abb. 4.2–3   Differenz der Summe der prozentua-
len Anteile der HK 1, 2 und 3 mit dem prozentua-
len Anteil der HK 0, angegeben in Prozentpunk-
ten. Die Differenzen von Kreuzungskombinatio-
nen mit zwei hypersensiblen Elternteilen sind mit
dunklerem Farbton hervorgehoben.
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Aussagen zur genetischen Determinierung der
Hypersensibilität gegenüber PPV abgeleitet. Ge-
prüft werden die Reziprozität der Vererbung des
Merkmals, die Eignung verschiedener Genoty-
pen als Resistenzdonoren und die Kombinations-
eignung von Genotypen im Hinblick auf den An-
teil hypersensibler Genotypen in den Nachkom-
men. Die Aussagen basieren auf den im
voranstehenden Abschnitt aufgeführten Ergeb-
nissen (Tab. 4.2–1 auf S. 91 und Abb. 4.2–1 auf S.
92). Um dem Leser die Erfassung der für den je-
weils betrachteten Aspekt relevanten Daten zu er-
leichtern, werden in den drei Unterkapiteln die
bereits vorgestellen Ergebnisse ggf. erneut und in
Auszügen graphisch dargestellt.

Grundlage für die nachfolgende Betrach-
tung ist der paarweise Vergleich der Verteilung
der HI in den Nachkommenschaften. Hierzu
wurde wiederum der Mediantest nach MOOD
verwendet. In Tab. 4.2–2 sind die Ergebnisse dar-
gestellt. Auf sie wird in den nachfolgenden Ab-
schnitten Bezug genommen.

4.2.2.1 Reziprozität

Ziel. Für die züchterische Nutzung eines
Merkmalskomplexes ist es wichtig zu wissen, ob
dieser im Kerngenom, im Plasmon oder in bei-
den Erbinformationsträgern der pflanzlichen
Zelle codiert ist. Aussagen darüber ermöglicht ein
Vergleich reziproker Kreuzungen mit jeweils ei-
nem hypersensiblen und einem sensiblen Eltern-
teil.

Betrachtete Kreuzungskombinationen. Es wur-
den Nachkommen aus vier Kreuzungskombina-
tionen mit ‘Jojo’ als einem und ‘Fellenberg’ und
‘Hanita’ als anderem Elternteil untersucht, wobei
‘Jojo’ sowohl als als Vater- als auch als Muttersor-
te Verwendung fand.

Ergebnisse und abgeleitete Aussagen. i Bei der
Kreuzungskombination ‘Hanita’×‘Jojo’ lag der
Anteil hypersensibler Nachkommen (HK 2 und
3) bei 51,9% und bei der reziproken Kreuzungs-
kombination bei 59,2%; bei ersterer wurden 52,
bei letzterer 49 Hybriden untersucht (s. Tab. 4.2–
1 und Abb. 4.2–1). Von 20 Nachkommen der

Kreuzung ‘Fellenberg’×‘Jojo’ reagierten 45% hy-
persensibel, von 76 Nachkommen der reziproken
Kreuzung 47,5%. Statistisch ließ sich bei keiner
der reziproken Kreuzungen ein Unterschied in
der Lage des Medians des HI nachweisen (s. Tab.
4.2–2). Auch die Häufigkeitverteilungen des HI
der reziproken Kreuzungskombinationen waren
sehr ähnlich, wie aus Abb. 4.2–4 ersichtlich ist.

Ob der hypersensible Genotyp als Mut-
ter- oder Vatersorte verwendet wird, hat dem-
nach keinen Einfluss auf den Anteil hypersensi-
bler Genotypen in der Nachkommenschaft. So-
mit kann ausgeschlossen werden, dass der
Merkmalskomplex Hypersensibilität gegenüber
PPV ausschließlich im Plasmon genetisch veran-
kert ist. Eine rein kerngenomische Codierung
kann angenommen werden.

LAHMATOVA et al. (1998) beobachteten in
Feldtests mit natürlicher PPV-Infektion, dass die
Muttersorte einen größeren Einfluss auf die Ver-
erbung der quantitativen Scharkaresistenz hat als
die Vatersorte. Für die Vererbung der Resistenz
durch Hypersensibilität kann dies mit den vorlie-
genden Untersuchungen ausgeschlossen werden.

Abb. 4.2–4   Dotplot des HI der Kreuzungskombi-
nationen ‘Fellenberg’×‘Jojo’ und ‘Hanita’×‘Jojo’
und ihrer reziproken Kreuzungen. Jeder Punkt re-
präsentiert den HI eines getesteten Genotyps.
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4.2.2.2 Resistenzdonoren

Ziel. Um die Hypersensibilität gegenüber PPV
züchterisch zu nutzen, ist es notwendig, über ge-
eignete Resistenzquellen zu verfügen. Ziel der
Untersuchungen war es, die Eignung verschiede-
ner hypersensibler Genotypen als Resistenzdono-
ren zu überprüfen.

Betrachtete Kreuzungskombinationen. i Insge-
samt wurden sechs verschiedene hypersensible
Genotypen in Kreuzungen verwendet, deren
Nachkommen auf Hypersensibilität getestet wur-
den. Sie sind in Tab. 4.2–3 aufgelistet. Die aus
Hohenheim stammenden vier Hybriden reagie-
ren gegenüber allen bislang getesteten Virus-
stämmen hypersensibel. Für die ‘K4’-Abkömm-
linge ist dies nicht der Fall. Am häufigsten wurde
die Sorte ‘Jojo’, am zweithäufigsten der Zucht-
klon ‘Ort×Stan34’ für Kreuzungen verwendet.
Die anderen Genotypen fanden nur für einzelne
Kreuzungskombinationen Verwendung (s. Tab.
4.2–1).

Betrachtet werden folgende Kreuzungs-
kombinationen:

• ‘Jojo’×‘Hanita’ (und reziprok) und
‘Ort×Stan34’×‘Hanita’ sowie ‘Jojo’×
‘Cacaks Fruchtbare’ und ‘Cacaks Frucht-
bare’×‘Ort×Stan34’, um die Eignung der
beiden hypersensiblen Genotypen ‘Jojo’
und ‘Ort×Stan34’ als Resistenzdonoren
zu vergleichen;

• Kreuzungen von ‘Jojo’ mit allen anderen
hypersensiblen Genotypen, um die Kom-

binationseignung der hypersensiblen Ge-
notypen zu überprüfen.

Ergebnisse und abgeleitete Aussagen. Der An-
teil hypersensibler Nachkommen lag bei der
Kombination ‘Jojo’×‘Hanita’ bei 59,2%, bei
‘Hanita’×‘Jojo’ bei 51,9% und bei ‘Ort×Stan34’ ×
‘Hanita’ bei 48,8% (s. Tab. 4.2–1). Der Anteil hy-
persensibler Genotypen war damit im Vergleich
zu anderen Kreuzungskombinationen in allen
drei Kombinationen hoch. Es konnte kein Unter-
schied in der Lage des Medians zwischen den ein-
zelnen Kreuzungskombinationen nachgewiesen
werden (s. Tab. 4.2-2). Abb. 4.2–5 zeigt die Vertei-
lung des HI bei zwei Kreuzungskombinationen
mit jeweils ‘Hanita’ als einem und ‘Ort×Stan34’
bzw. ‘Jojo’ als anderem Elternteil. Es sind keine
wesentlichen Unterschiede zwischen den Nach-
kommenschaften erkennbar. 

Aus der Kreuzung ‘Jojo’×‘Cacaks Frucht-
bare’ gingen 19,4%, aus der Kombination ‘Cacaks
Fruchtbare’×‘Ort×Stan34’ 23,3% hypersensible
Genotypen hervor. Auch in diesem Fall unter-
schieden sich die Kreuzungsnachkommenschaf-
ten in der Lage des Medians der HI nicht signifi-
kant voneinander. Der Anteil hypersensibler
Nachkommen lag in beiden Fällen auf niedrigem
Niveau (s. Abb. 4.2–6).

Vergleicht man die eben betrachteten
Kreuzungskombinationen, so stellt man fest, dass
in der Kombination mit ‘Hanita’ die Sorte ‘Jojo’,
in der Kombination mit ‘Cacaks Fruchtbare’ der
Zuchtklon ‘Ort×Stan34’ einen tendenziell höhe-
ren Anteil hypersensibler Genotypen bedingte,

Tab. 4.2–3   Als Elternsorten verwendete hypersen-
sible Genotypen und deren Abstammung

Genotyp Abstammung Herkunft

Jojo Ortenauer×Stanley Hohenheim

Ort×Stan34 Ortenauer×Stanley Hohenheim

Ort×Gerst17 Ortenauer×Ruth Ger-
stetter

Hohenheim

Hoh 4465 (Ort×Stan34)×Hanita Hohenheim

Klon 108 K4 (frei abgeblüht) Aschersleben

Klon 128 K4 (frei abgeblüht) Aschersleben

Abb. 4.2–5   Dotplot des HI der Kreuzungskombi-
nationen ‘Ort×Stan34’×‘Hanita’ und ‘Jojo’×‘Ha-
nita’. Jeder Punkt repräsentiert den HI eines gete-
steten Genotyps.
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wobei die Unterschiede nicht signifikant waren.
Daraus kann gefolgert werden, dass sich beide hy-
persensiblen Genotypen in gleicher Weise als Do-
noren für die Hypersensibilität der Europäischen
Pflaume gegenüber dem Scharkavirus eignen.

Für die Kreuzungen hypersensibler Ge-
notypen untereinander sind die Anteile hyper-
sensibler Genotypen in den Nachkommenschaf-
ten und die Ergebnisse der statistischen Auswer-
tung in Tab. 4.2–4 zusammengefasst. In Abb.
4.2–6 sind sie farblich hervorgehoben und in Be-
zug zu den anderen untersuchten Kreuzungs-
kombinationen gesetzt.

Den geringsten Anteil hypersensibler
Nachkommen wiesen Kreuzungen mit den bei-

den ‘K4’-Sämlingen ‘Klon 108’ und ‘Klon 128’
auf. Er lag jeweils deutlich unter 20% und zählte
zu den niedrigsten Werten aller untersuchten
Kreuzungskombinationen. Nur die Kombination
‘Cacaks Schöne’×‘Ort×Stan34’ hatte einen ge-
ringeren Anteil hypersensibler Nachkommen.
Sämtliche Kreuzungskombinationen zweier hy-
persensibler Genotypen aus dem Hohenheimer
Zuchtmaterial erbrachten dagegen stets mehr als
50% hypersensible Nachkommen. Zwischen die-
sen beiden Gruppen der Nachkommen von
Kreuzungskombinationen Hohenheimer mit
Ascherslebener Genotypen und Hohenheimer
Hybriden untereinander bestanden signifikante
Unterschiede. Die Nachkommen von Kreuzun-
gen zwischen zwei hypersensiblen Genotypen des

Abb. 4.2–6   Anteil der Genotypen mit HK 2 und 3 in den Nachkommenschaften der untersuchten Kreu-
zungskombinationen, geordnet nach der Resistenzquelle (‘Ort×Stan34’ bzw. ‘Jojo’) und dem Prozentsatz
hypersensibler Genotypen. Durch Farbunterlegung hervorgehoben sind die Kreuzungskombinationen zwi-
schen zwei hypersensiblen Genotypen (Kreuzungen aus zwei Genotypen Hohenheimer („hyp Hoh“, blau)
bzw. Ascherslebener Herkunft („hyp Asch“, rot)) sowie Kreuzungskombinationen zweier anfälliger Sorten
(‘Hanita’, grün, ‘Cacaks Fruchtbare’, gelb) mit jeweils ‘Jojo’ und ‘Ort×Stan34’ als Resistenzdonor. Die Dar-
stellung basiert auf den Angaben in Tab. 4.2–1 auf S. 91.
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Hohenheimer Genpools bildeten die Kreuzungen
mit den höchsten Anteilen hypersensibler Geno-
typen aller untersuchten Kreuzungsnachkom-
menschaften. Bei Kreuzungen hypersensibler
Hohenheimer Genotypen mit hypersensiblen
Genotypen, die von ‘K4’ abstammen, war das Ge-
genteil der Fall. Exemplarisch ist dies in Abb. 4.2–
2 auf S. 93 an der Häufigkeitsverteilung der HI
der Kreuzungskombination ‘Hoh 4465‘×‘Jojo’
und ‘Jojo’× ‘Klon 108’ verdeutlicht. Der Anteil
hypersensibler Genotypen war in der Nachkom-
menschaft erstgenannter Kreuzungskombination
deutlich höher als in der Nachkommenschaft
letztgenannter. Aus Abb. 4.2–3 (ebenfalls auf S.
93) wird ersichtlich, dass bei Kombinationen
zweier hypersensibler Genotypen aus dem Ho-
henheimer Genpool mehr hypersensible als emp-
findliche Nachkommen auftraten und es sich bei
Kreuzungen mit ‘Klon 108’ und ‘Klon 128’ umge-
kehrt verhielt.

Für die Züchtung eignen sich demnach
Kombinationen zweier hypersensibler Genoty-
pen, die aus Kreuzungen mit der Sorte ‘Ortenau-
er’ hervorgegangen sind, besser als Kombinatio-
nen mit Genotypen, deren Hypersensibilität auf
Hybridisierungen mit der Sorte ‘K4’ zurückgeht.

Die in diesen beiden Gruppen von Resistenzdo-
noren vorliegende Hypersensibilität scheint je-
weils weitgehend unabhängig voneinander ver-
erbt zu werden. Nur so sind die niedrigen Anteile
hypersensibler Genotypen in Kombinationen mit
‘Klon 108’ und ‘Klon 128’ zu erklären. Dieser Be-
fund unterstützt die These, dass es sich bei der vi-
rusisolatspezifischen Hypersensibilität von ‘K4’
und der virusisolatunspezifischen von ‘Jojo’ und
ihrem Geschwisterzuchtklon um zwei verschie-
dene Typen der Hypersensibilität handelt, die
nicht denselben auslösenden Mechanismen fol-
gen.

Ob es eine Pyramidisierung von mögli-
cherweise verschiedenen Typen der Hypersensi-
bilität gegenüber PPV gibt, die in verschiedenen
Genotypen verankert sind, kann aus den vorlie-
genden Untersuchungen nicht geschlossen wer-
den.

4.2.2.3 Kombinationseignung

Ziel. In Kapitel 4.2.1 auf S. 90 wurde bereits
dargelegt, dass der Anteil hypersensibler Hybri-
den in einer Kreuzungsnachkommenschaft von
den verwendeten Eltern abhängt, diese also im
Hinblick auf die Vererbung der Hypersensibilität
eine unterschiedliche Kombinationseignung auf-
weisen. Für den Züchter wie für den Genetiker ist
es von vorrangigem Interesse, diese Kombinati-
onseignung näher zu charakterisieren.

Betrachtete Kreuzungskombinationen. Für die
Untersuchung der Kombinationseignung wur-
den sämtliche getesteten Kreuzungsnachkom-
menschaften betrachtet. Sie sind in Tab. 4.2–1 (S.
91) und Abb. 4.2–1 (S. 92) aufgeführt.

Ergebnisse und abgeleitete Aussagen.  i In Abb.
4.2–7 sind, analog zum vorhergehenden Unter-
kapitel, die für die Analyse der Kombinationseig-
nung wesentlichen Daten zusammengestellt. Die
Kreuzungskombinationen sind nach der verwen-
deten Hypersensibilitätsquelle (‘Ort×Stan34’
bzw. ‘Jojo’) sortiert. Ersichtlich ist, dass der Pro-
zentsatz hypersensibler Genotypen zwischen 0%
und 87,9% schwankte. Nachfolgend werden nur
Kombinationen betrachtet, von denen nicht bei-
de Elternsorten hypersensibel gegenüber allen ge-

Tab. 4.2–4   Anteil hypersensibler Genotypen in
den Nachkommenschaften von Kreuzungskombi-
nationen mit zwei hypersensiblen Elternteilen (Aus-
zug aus Tab. 4.2–1)

Nr. Kreuzungskombination Anzahl 
Genotypen

HK 2 und
3 (%)a

21 Jojo×Klon 128 43 11,6 (A)

20 Jojo×Klon 108 68 17,7 (A)

22 Jojo×(Ort×Gerst17) 14 57,1 b

18 Jojo×Jojo 33 57,6 (B)

26 (Ort×Stan34)×Jojo 47 63,8 (B)

11 Jojo×Hoh 4465 14 78,6 b

1 Hoh 4465×Jojo 58 87,9 (C)

a Zwischen Kreuzungskombinaitonen mit den glei-
chen in Klammern gesetzten Großbuchstaben
bestehen keine signifikanten Unterschiede (s.
Tab. 4.2–2).

b Wegen der geringen Anzahl getester Hybriden
wurde auf eine statistische Auswertung verzich-
tet.



 KAPITEL 4

Vererbung der Hypersensibilität gegenüber PPV
prüften PPV-Isolaten reagieren. Diese brachten
stets einen sehr hohen Anteil hypersensibler
Nachkommen hervor (s. Kapitel 4.2.2.2 „Resi-
stenzdonoren“ auf S. 96).

Sowohl bei den Kreuzungskombinatio-
nen von ‘Jojo’ als auch von ‘Ort×Stan34’ mit ei-
nem nicht hypersensiblen Genotyp variierten die
Anteile hypersensibler Hybriden in den Nach-
kommenschaften stark. Der Minimalwert bei ei-
ner Kreuzung mit ‘Jojo’ lag bei 11,6% (4,6% in
HK 3 und 7,0% in HK 2) bei der Kreuzungskom-
bination mit ‘Klon 128’. Den höchsten Anteil
wiesen mit 59,2% (40,8% in HK 3 und 18,4% in
HK 2) Nachkommen der Kreuzung mit ‘Hanita’
als Vatersorte auf. Wurde ‘Ort×Stan34’ als Resi-
stenzdonor verwendet, lag der niedrigste Anteil
hypersensibler Genotypen bei 0% bei den Hybri-
den der Kreuzung mit ‘Cacaks Schöne’ als Mut-
tersorte, der höchste bei 48,8% (41,9% in HK 3

und 7,0% in HK 2) bei Nachkommen der Kreu-
zung mit ‘Hanita’ als Vatersorte. Es ist zu berück-
sichtigen, dass bei der Kreuzungskombination
mit ‘Cacaks Schöne’ nur 9 Genotypen ausgewer-
tet werden konnten. Dass aus der Kreuzung die-
ser Sorte mit ‘Ort×Stan34’ keine hypersensiblen
Genotypen hervorgehen können, kann aus den
vorliegenden Ergebnissen daher nicht abgeleitet
werden, es kann lediglich davon ausgegangen
werden, dass ihr Anteil gering ist. Der zweitnied-
rigste Anteil hypersensibler Genotypen wurde
mit 21,4% (gänzlich in HK 3) bei den Nachkom-
men der Kreuzung mit ‘Cacaks Beste’ beobachtet.

Vergleicht man die Kombinationen mit
den jeweils niedrigsten oder höchsten Anteilen
hypersensibler Genotypen untereinander, so las-
sen sich keine Unterschiede zwischen den Hybri-
disierungen eines nicht hypersensiblen Genotyps
mit ‘Jojo’ und ‘Ort×Stan34’ nachweisen. Dage-

Abb. 4.2–7   Anteil der Genotypen mit HK 2 und 3 in den Nachkommenschaften der untersuchten Kreu-
zungskombinationen, geordnet nach der Resistenzquelle (‘Ort×Stan34’ bzw. ‘Jojo’) und dem Prozentsatz
hypersensibler Genotypen. Die Darstellung basiert auf den Angaben in Tab. 4.2–1 auf S. 91.
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gen sind für Kombinationen jeder der beiden Re-
sistenzdonoren mit nicht hypersensiblen Geno-
typen die Unterschiede in der Verteilung der HI
zwischen den beiden Kreuzungskombinationen
mit den niedrigsten und höchsten Anteilen hy-
persensibler Genotypen jeweils signifikant (s.
Tab. 4.2–2 auf S. 95).

Deswegen kann gefolgert werden, dass
bei Kreuzungen mit hypersensiblen Genotypen
aus dem Hohenheimer Genpool die Wahl des
nicht hypersensiblen Genotyps über den Anteil
hypersensibler Nachkommen entscheidet.

Über die Kombinationseignung lassen
sich folgende Aussagen treffen:

1 Kreuzungen mit PPV-anfälligen, stark
blatt- und fruchtempfindlichen Sorten
Wurde ‘Jojo’ mit PPV-anfälligen Sorten
gekreuzt, die nach Infektion mit PPV
sehr starke Scharkasymptome entwickeln
und in Extremfällen mit Rinden- und
leichten Blattspreitennekrosen reagieren,
war der Anteil hypersensibler Genotypen
in der Nachkommenschaft stets sehr
hoch. Bei ‘Fellenberg’ ×‘Jojo’ lag er bei
45%, bei der reziproken Kreuzung bei
47,4% und bei ‘Jojo’×‘Felsina’ bei 53,9%.
Die Unterschiede zwischen diesen Kreu-
zungskombinationen sind nicht signifi-
kant (s. Tab. 4.2–2). Für die züchterische
Praxis bedeutet dies, dass sehr scharka-
sensible Sorten mit hoher Fruchtqualität
wie die beiden genannten erfolgverspre-
chend in Resistenzzüchtungsprogram-
men verwendet werden können. Wo-
möglich kann die besondere Eignung
dieser Sorten damit erklärt werden, dass
in ihnen eine schwach ausgeprägte Hy-
persensibilität genetisch fixiert ist, die
sich in Form schwacher Nekrosen nach
massiver PPV-Infektion zeigt.

2 Kombinationen mit PPV-anfälligen,
blattempfindlichen, fruchtoleranten
Sorten
Wurden PPV-anfällige, fruchttolerante
Sorten mit hypersensiblen Genotypen
gekreuzt, variierte die Anzahl hypersen-
sibler Nachkommen stark (s. Abb. 4.2–7).
Der niedrigsten Wert lag mit 25,5% bei

‘Jojo’×‘Katinka’, der höchste mit 59,2%
bei ‘Jojo’×‘Hanita’. Der Unterschied in
der Lage des Medians der HI ist hochsi-
gnifikant (p<0,01) (s. Tab. 4.2–2). Die
Nachkommen der Kombinationen mit
‘Presenta’, ‘Elena’, ‘Haganta’ und ‘Hoh
4515’ nahmen diesbezüglich eine Mittel-
stellung zwischen diesen beiden Extre-
men ein.
Hervorzuheben ist der hohe Anteil hy-
persensibler Genotypen bei Kreuzungen
mit der Sorte ‘Hanita’. Er liegt im selben
Bereich wie derjenige bei Nachkommen
aus Kreuzungen zweier hypersensibler
Genotypen aus dem Hohenheimer Gen-
pool. ‘Hanita’ vererbt ihre positiven Ge-
schmackseigenschaften stabil an ihre
Nachkommen. Daher ist sie in Resistenz-
züchtungsprogrammen als vielverspre-
chender Kreuzungspartner einzustufen.

3 Kombinationen mit PPV-anfälligen,
blatt- und fruchtempfindlichen Sorten
Aus Kreuzungen mit scharkaanfälligen
Sorten, die starke Blatt- und Fruchtsymp-
tome zeigen, gingen Nachkommenschaf-
ten mit noch stärker variierendem Anteil
hypersensibler Hybriden hervor. Den
niedrigsten Anteil wies die Kombination
‘Jojo’×‘Cacaks Fruchtbare’ mit 19,4%
auf, den höchsten ‘Jojo’×‘Hauszwetsche,
Typ Gunser’ mit 40,0% (Unterschied in
der Lage des Medians hochsignifikant, s.
Tab. 4.2–2). Dazwischen lagen die Antei-
le bei den Kreuzungsnachkommenschaf-
ten mit ‘Hoh 1468’ und ‘Hauszwetsche,
Typ Schüfer’. Der Unterschied in der
Lage des Medians des HI zwischen den
beiden Typen der ‘Hauszwetsche’ ist
nicht signifikant (s. Tab. 4.2–2).
Der Anteil hypersensibler Nachkommen
aus Kreuzungen mit Sorten, die Frucht-
symptome zeigen (Ziffer 3), lag tendenzi-
ell niedriger als bei Kombinationen mit
anfälligen, aber fruchttoleranten Sorten
(Ziffer 2). Die Schwankungen zwischen
den einzelnen Kombinationen waren
aber bei beiden Sortengruppen hoch. Für
die züchterische Praxis lassen sich daher
keine Empfehlungen für eine der beiden
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Sortengruppen ableiten. Die spezifische
Kombinationseignung ist für jedes Sor-
tenpaar zu prüfen.

4 Kombinationen mit quantitativ resi-
stenten, toleranten Sorten
Es gibt nur sehr wenige Sorten, die als
quantiativ resistent und tolerant einge-
stuft werden können (s. Kapitel 1.4.4.1
„Resistenzprüfung“ auf S. 24), zu ihnen
zählt ‘Cacaks Beste’. Aus einer Kreuzung
derselben mit ‘Ort×Stan34’ als Vatersor-
te gingen 21,4% hypersensible Genoty-
pen hervor. Dieser Wert lag deutlich un-
ter dem Durchschnitt aus allen Kreu-
zungskombinationen (40,1%). Sämtliche
Genotypen aus der genannten Kreu-
zungskombination, die nicht hypersensi-
bel reagierten, zeigten deutliche PPV-
Symptome auf der Blattspreite.
Da lediglich eine Kreuzungskombinati-
on mit einem quantitativ resistenten Ge-
notyp untersucht werden konnte (und
diese nur 14 Genotypen umfasste), lassen
sich keine allgemeinen Rückschlüsse auf
deren Eignung in der Züchtung auf Hy-
persensibilitätsresistenz ableiten. Es kann
jedoch konstatiert werden, dass aus
Kombinationen hypersensibler mit quan-
titativ resistenten Sorten nicht von vorn-
herein mit einem hohen Anteil hypersen-
sibler Nachkommen zu rechnen ist.

Einen hohen Anteil von stets über 50%
hypersensibler Genotypen in der Nachkommen-
schaft zeigten Kreuzungen zwischen zwei hyper-
sensiblen Genotypen, die auf die von ‘Ortenauer’
abgeleitete Hypersensibilität zurückzuführen ist.
Auch zwischen diesen Kombinationen gab es
Unterschiede in der Kombinationseignung. So
gingen aus der Kreuzung ‘Jojo’×‘Hoh 4465’
87,9% hypersensible Nachkommen hervor, wäh-
rend es bei ‘Jojo’×‘Jojo’ 57,6% und bei
‘Ort×Stan34’×‘Jojo’ 63,8% waren. Die Unter-
schiede sind statistisch höchst signifikant
(p<0,001, s. Tab. 4.2–2).

Im Mittel reagierten 40,1% (32,7% in HK
3) der Nachkommen aller untersuchten Kreu-
zungskombinationen mit zumindest einem hy-

persensiblen Elternteil überempfindlich. Es kann
daher festgestellt werden, dass der Züchtung auf
diese Weise eine große Anzahl an Hybriden mit
der gewünschten Eigenschaft zur Selektion zur
Verfügung gestellt werden kann. Werden unter
den ausgeführten Gesichtspunkten bestimmte
Kreuzungskombinationen gewählt, lässt sich ein
Anteil von deutlich über 50% hypersensibler
Nachkommen erzielen. BIVOL et al. (1987 und
1989) berichteten von einer durchschnittlichen
Vererbbarkeit der quantitativen Scharkaresistenz
von 29,4% an die Nachkommen (s. Kapitel
1.4.4.2 „Vererbung“ auf S. 28). Im Vergleich dazu
stellt die Nutzung der Hypersensibilitätsresistenz
in der Züchtung eine deutliche Verbesserung dar.

HARTMANN (2001)  stellt  die von KEGLER
et al. (1998) postulierte These, dass die Hypersen-
sibilität der Europäischen Pflaume gegenüber
dem Scharkavirus monogen bedingt ist, in Frage.
Seiner Ansicht nach könnten mehrere Gene für
die Vererbung der Hypersensibilitätsresistenz
verantwortlich sein, wenngleich nicht ausge-
schlossen werden kann, dass es sich um eine ad-
ditive Genwirkung ein- und desselben Gens in
der Pflanze handelt. Nach dem derzeitigen
Kenntnisstand über die Auslösung der Hypersen-
sibilitätsreaktion (Erkennung des Virus durch ein
Resistenzgenprodukt, s. Kapitel 1.5.1.3 „Auslö-
sung der HR und genetische Grundlagen“ auf S.
35) ist es aber unwahrscheinlich, dass ein Resi-
stenzgen erst wirksam wird, wenn es in mehreren
Kopien im Genom vorliegt. Bereits eine Kopie
des Resistenzgens müsste, sofern es transskribiert
und translatiert wird, in der Lage sein, eine Hy-
persensibilitätsreaktion auszulösen. Eine ent-
scheidende Rolle spielen vermutlich Gene, die an
den ersten Schritten der HR, also der Signaler-
kennung und -transduktion beteiligt sind. Die
nachfolgenden Schritte (z. B. oxidative burst, Ak-
tivierung von Transskriptionsfaktoren, s. Kapitel
1.5.1.2 „Ablauf der HR“ auf S. 33) sind ubiquitär
im Pflanzenreich verbreitet und im pflanzlichen
Stoffwechsel unabdingbar, so dass davon ausge-
gangen werden kann, dass sie in jedem Genotyp
vollständig genetisch codiert sind.

Unter der Annahme, dass eine Genakku-
mulation nicht Ursache für die Hypersensibili-
tätsresistenz ist, kann eine monogen-dominante
101



Michael Neumüller (2005)

Die Hypersensibilität der Europäischen Pflaume gegenüber PPV

102
Determinierung der Resistenz ausgeschlossen
werden: Der Anteil hypersensibler Nachkommen
ist nämlich sehr stark vom nicht hypersensiblen
Kreuzungspartner abhängig. Wäre ein dominan-
tes Allel für die Auslösung der HR verantwort-
lich, dürfte es keine derart großen Unterschiede
zwischen den Kreuzungskombinationen geben.
Zudem wäre es nicht erklärbar, dass aus zwei Ge-
notypen, die nicht oder nur sehr schwach hyper-
sensibel reagieren, eine stark hypersensible Hy-
bride entstünde, wie dies bei der Sorte ‘Jojo’ der
Fall ist.

Letzteres könnte hingegen mit einem mo-
nogen-rezessiven Erbgang erklärt werden. Auch
die unterschiedliche Kombinationseignung ver-
schiedener Kreuzungspartner ist beim hexaplo-
iden Genom der Europäischen Pflaume damit in
Einklang zu bringen. Allerdings ist das Auftreten
verschiedener Hypersensibilitätsklassen, wie sie
beobachtet werden konnten, mit diesem Erbgang
kaum vereinbar.

Infolgedessen muss die Beteiligung meh-
rer Gene oder zumindest Allele an der Ausprä-
gung der Hypersensibilität angenommen wer-
den. Dabei sind verschiedene Wechselwirkungen
wie Suppression, Epistasie oder komplementäre
Genwirkungen denkbar. Bereits bei der Beteili-
gung von zwei Genen an der Ausprägung der Hy-
persensibilität könnten sich bei einem hexaplo-
iden Genom viele Phänotypen manifestieren.
Auch multiple Allelie kann nicht ausgeschlossen
werden.

Wenngleich es ein breites Spektrum der
Ausprägungsformen der Hypersensibilität gibt,
so darf nicht übersehen werden, dass die Vertei-
lung der HI in der Gesamtheit der Keuzungs-
nachkommenschaften deutlich zwei Schwer-
punkte erkennen lässt: Es dominieren die emp-
findlichen (HI<0,1) und die hypersensiblen
(HI≥0,7) Genotypen, während die Anzahl der in-
termediären Hybriden deutlich geringer ist. Dies
deutet darauf hin, dass die Hyperensibilität prin-
zipiell von nur wenigen Genen bedingt wird.
Denkbar wäre die Beteiligung von zwei Genen,
einem Hauptgen und einem Nebengen, das die
Wirkung des Hauptgens beeinflusst. Es könnte
die Expressivität oder Penetranz des Hauptgens
modifizieren. Bereits VANDERPLANK (1984) weist

anhand etlicher Beispiele bei landwirtschaftli-
chen Kulturen darauf hin, dass eine polygene De-
terminierung der Krankheitsresistenz bei Kultur-
pflanzen äußerst selten ist. Insbesondere Resi-
stenzen, die sich mit der Gen-für-Gen-Hypothese
(s. S. 35) erklären lassen, sind meist mono- und
oligogen bedingt.

Die Analyse der Vererbung einer Eigen-
schaft basiert auf der Beobachtung des Phäno-
typs. Da dessen Ausprägung vom Testsystem ab-
hängt, muss auch dieses in diesem Zusammen-
hang berücksichtigt werden. Im vorliegenden Fall
wurden die Genotypen mittels Inokulation durch
Doppelpfropfung mit PPV inokuliert. Dabei
konnten die in Kapitel 2 dargelegten Merkmals-
ausprägungen beobachtet werden. Hieraus wur-
de der Hypersensibilitätsindex abgeleitet, der zur
Bildung von Hypersensibilitätsklassen herange-
zogen wurde. Hätte als Testsystem die künstliche
Inokulation durch Blattläuse Verwendung gefun-
den, hätten sich womöglich nur zwei, maximal
drei Klassen der Hypersensibilität ergeben:

• Hybriden, die nach Blattlausinokulation
systemisch infiziert werden und PPV-
Symptome zeigen,

• hypersensible Genotypen, die die Ver-
mehrung des Virus in der Pflanze unter-
binden und völlig symptomlos bleiben,

• ggf. schwach hypersensible Hybriden, die
nicht zur Lokalisierung des Erregers be-
fähigt sind und Blattspreiten- und Rin-
dennekrosen zeigen.

Vergleiche der erhaltenen Ergebnisse mit
gut untersuchten Hypersensibilitätsreaktionen
bei Tomate oder Tabak sind deshalb nicht ange-
bracht. Bei diesen Wirt-Pathogen-Interaktionen
werden die Pflanzen in aller Regel nämlich durch
Abreiben inokuliert. Mit dieser Methode kann
die Europäische Pflaume prinzipiell nicht mit
PPV inokuliert werden (s. Kapitel 1.3.1.6 „Über-
tragung und Verbreitung“ auf S. 8).

Über die Variabilität des Merkmals Hy-
persensibilität der Europäischen Pflaume gegen-
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über PPV lassen sich aus den Untersuchungen
folgende Aussagen ableiten:

• Umweltvarianz
Die Varianz, die durch Umweltfaktoren
hervorgerufen wurde, war im verwende-
ten Testsystem gering. Dies ist daraus er-
sichtlich, dass die Pflanzen der Wieder-
holungen eines Genotyps stets gleichför-
mig reagierten (s. S. 45).

• additive Varianz
Nachkommen einer Kreuzungskombina-
tion wiesen mitunter einen höheren Hy-
persensibilitätsgrad auf als der hypersen-
sible Elternteil. Ein Beipiel dafür ist die
Entstehung der Sorte ‘Jojo’ aus einer
Kreuzung des schwach hypersensiblen

Genotyps ‘Ortenauer’ und der quantitativ
resistenten Sorte ‘Stanley’. Aber auch
Nachkommen der Sorte ‘Jojo’ können
diese in ihrem Hypersensibilitätsgrad
übertreffen (s. S. 53). Es steht also fest,
dass es bei der Ausprägung der Hyper-
sensibilität gegenüber PPV additive Ef-
fekte zwischen Allelen oder Genen geben
muss.

Weitergehende Aussagen zur Vererbung
der Hypersensibilität gegenüber PPV lassen sich
aus den geschilderten Untersuchungen nicht ab-
leiten. Hauptgrund ist die Hexaploidie des Ge-
noms von Prunus domestica. Dennoch konnten
für die züchterische Praxis wertvolle Hinweise
zur Nutzung des auf Hypersensibilität beruhen-
den Resistenzmechanismus gewonnen werden.
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4.3 Zusammenfassung

Der Anteil hypersensibler Genotypen in
den Nachkommenschaften mit jeweils minde-
stens einem hypersensiblen Elternteil schwankte
zwischen 0% und 87,9%.

Die Vererbung der Hypersensibilität ist
unabhängig von der Verwendung der Kreu-
zungspartner als Vater- oder Muttersorte. Eine
kerngenomische Codierung der Eigenschaft
kann angenommen werden.

Die Hohenheimer Zuchtklone ‘Jojo’ und
‘Ort×Stan34’ eignen sich beide gleich gut als Re-
sistenzdonoren.

Die von den beiden genannten Genoty-
pen determinierte Hypersensibilität wird signifi-
kant besser vererbt als die in ‘K4’-Nachkommen
vorhandene. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die
im Hohenheimer Genpool vorhandene, virusiso-
latunspezifische Hypersensibilitätsresistenz auf
einem anderen molekularen Mechanismus ba-
siert als die isolatspezifische der Hybride ‘K4’.

Es gibt hinsichtlich des Anteils hypersen-
sibler Hybriden in den Nachkommenschaften
große Unterschiede in der Kombinationseignung
verschiedener Genotypen. Auch scharkaanfällige
Sorten können als Elternteil erfolgversprechend
in der Züchtung auf Hypersensibilität eingesetzt
werden. Insbesondere Kreuzungen mit Genoty-
pen, die nach PPV-Inokulation mit leichten Rin-
den- und Blattspreitennekrosen reagieren, lassen
in den Nachkommenschaften einen hohen Pro-
zentsatz hypersensibler Genotypen erwarten.

Werden zwei hypersensible Sorten, deren
Überempfindlichkeit auf die Sorte ‘Ortenauer’
zurückzuführen ist, miteinander gekreuzt, ergibt
sich ein stabil hoher Anteil hypersensibler Nach-
kommen.

Die Hypersensibilität wird mit hoher
Wahrscheinlichkeit nicht mono-, sondern oligo-
gen vererbt.
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5 Etablierung eines Systems zur 
Entwicklung von DNA-Markern für die 
Hypersensibilität der Europäischen 
Pflaume gegenüber PPV

Als Marker wird ein genetisches Element
(Chromosomenabschnitt, Gen, Allel oder DNA-
Sequenz) bezeichnet, dessen Merkmalsausprä-
gung phänotypisch oder cytologisch erfasst oder
das mit molekularbiologischen Methoden nach-
gewiesen werden kann und zusammen mit einer
bestimmten Eigenschaft, die von eigentlichem
Interesse ist, vererbt wird. Marker werden seit
langem in der Pflanzenzüchtung genutzt, um in
Nachkommenschaften eine möglichst frühzeitige
und damit ressourcensparende Selektion von Ge-
notypen zu ermöglichen, die die entsprechende
Eigenschaft aufweisen. Molekulare Marker kön-
nen Protein- oder DNA-Marker sein. DNA-Mar-
ker haben den Vorteil, unabhängig von der onto-
genetischen Entwicklung der Pflanze und vom
Organ, aus dem die der Untersuchung zugrunde-
liegende DNA gewonnen wird, nachweisbar zu
sein (LINNTERT und ODENBACH 1997).

Während in den diploiden Prunus-Arten
P. persica, P. armeniaca, P. dulcis und mit Ein-
schränkung P. avium in den zurückliegenden 15
Jahren intensiv nach DNA-Markern für verschie-
dene Eigenschaften gesucht wurde, gibt es kaum
Berichte über vergleichbare Anstrengungen bei
P. domestica. Dies liegt vornehmlich an ihrer Po-
lyploidie. Das hexaploide Genom der Europäi-
schen Pflaume erhöht den Arbeitsaufwand bei
der Anwendung molekulargenetischer Metho-
den und erschwert das Auffinden von quantitati-
ve trait loci (QTLs), da geeignete statistische Aus-

wertungsverfahren für Populationen solch gerin-
gen Umfangs fehlen, wie sie in der Steinobstzüch-
tung möglich sind (DIRLEWANGER et al. 2004, DE-
CROOCQ et al. 2004).

DNA-Marker für quantitative PPV-Resi-
stenz wurden bislang nur für P. armeniaca und P.
davidiana, einer dem Pfirsich nahestehenden
Art, die für interspezifische Hybridisierungen mit
P. persica verwendet wurde, entwickelt (HURTA-
DO et al. 2002, SALAVA et al. 2002, VILANOVA et al.
2003, DONDINI et al. 2004, DECROOCQ et al.
2005). Hypersensibilitätsresistenz gegenüber
PPV ist in den genannten Arten nicht bekannt,
demzufolge liegen keine Berichte über DNA-
Marker für diese Eigenschaft vor.

Molekulargenetische Untersuchungen
bei der Europäischen Pflaume beschränkten sich
bislang auf die Untersuchung ihrer genetischen
Variabilität zur Prüfung verwandtschaftlicher
Beziehungen und zur Unterscheidung verschie-
dener Genotypen (DNA-Fingerprinting) (MALU-
SA und MARCHESINI 1993, GREGOR et al. 1994,
BADENES und PARFITT 1995, CASAS et al. 1999,
HEINKEL et al. 2000, BOUHADIDA et al. 2004).

Ziel der nachfolgend dargestellten Unter-
suchungen war es, durch sinnvolle Kombination
etablierter Methoden ein System zu entwickeln,
mit dem sich DNA-Marker für die Hypersensibi-
lität der Europäischen Pflaume gegenüber PPV
entwickeln lassen.
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5.1 Strategie zum Auffinden von DNA-Markern für die Hypersensibilität 
der Europäischen Pflaume

Es gibt eine Reihe von DNA-Markern, die
je nach Anwendungsgebiet spezifische Vor- und
Nachteile aufweisen (LINNERT und ODENBACH
1997, HOFFMANN ET AL. 1997). VOS et al. (1995)
stellten die AFLP (amplified fragment length po-
lymorphism)-Methode vor. Dieses Verfahren
läuft in folgenden Schritten ab:

1 Enzymatischer Verdau der DNA und Li-
gation von Oligonucleotidadaptern an
die Schnittstellen,

2 selektive Amplifikation einer Auswahl
der Restriktionsfragmente und

3 Visualisierung der amplifizierten Frag-
mente über Gelelektrophorese.

Es ist insbesondere für Genome geeignet,
deren Sequenzen weitgehend unbekannt sind,
weil durch die Ligation von Adaptern an die
DNA-Fragmente bekannte Sequenzen als Pri-
merbindungsstellen eingeführt werden. Es führt
zu einer Vielzahl von amplifizierten Fragmenten,
was Voraussetzung für das Auffinden von Poly-
morphismen im Bandenmuster ist. Die Anzahl
der verschiedenen Fragmente, die pro Primer-
paar amplifiziert werden, kann durch einfaches,
systematisches Austauschen eines (oder beider)
Primer verringert werden, um die Detektion zu
erleichtern. Die Verwendung von AFLPs vereint
die Zuverlässlichkeit der RFLP (restriction frag-
ment length polymorphism)-Methode mit den
Vorteilen des RAPD (random amplified poly-
morphic DNA)-Verfahrens (VOS et al. 1995,
MUELLER und WOLFENBARGER 1999).

Aus diesen Gründen wurde für die Ent-
wicklung von DNA-Markern bei der Europäi-
schen Pflaume das AFLP-Verfahren angewandt.

Marker zeigen genetische Unterschiede
zwischen verschiedenen Genotypen. Daher muss
für ihre Entwicklung eine Population von Geno-
typen vorhanden sein, die hinsichtlich des Merk-
mals spaltet, für das Marker gesucht werden sol-
len. Im vorliegenden Fall wurde eine 131 Indivi-

duen zählende Nachkommenschaft der Kreu-
zungskombination ‘Jojo’×‘Felsina’ verwendet.
Die Anzahl der Individuen ist ähnlich hoch wie
bei vergleichbaren Studien. Beispielsweise ver-
wendeten DECROOCQ et al. (2005) eine Nach-
kommenschaft von 77 Genotypen zur Entwick-
lung von Markern für PPV-Resistenz bei diplo-
iden interspezifischen Hybriden zwischen Pru-
nus persica und Prunus davidiana.

Um genotypbedingte Unterschiede, die
nicht in Zusammenhang mit der Ausprägung der
Hypersensibilität gegenüber PPV stehen, mög-
lichst auszuschließen, wurde die bulk segregant
analysis (BSA) (MICHELMORE et al. 1991) ange-
wandt. Aus der zu untersuchenden Nachkom-
menschaft wurden jene Genotypen ausgewählt,
die am stärksten hypersensibel und am empfind-
lichsten gegenüber PPV reagierten, und daraus
DNA extrahiert. Die Individuen mit extremen
Ausprägungsformen des Merkmals bildeten je-
weils einen Pool oder bulk. Die DNA der Genoty-
pen eines jeden bulks wurde zu gleichen Anteilen
gemischt. Dieses Verfahren hat sich bei ver-
gleichbaren Problemstellungen bewährt (BADE-
NES et al. 2000, BALLESTER et al. 2001). Die Pools
bestehen also aus Individuen, die sich im wesent-
lichen nur in der Ausprägungsform des betref-
fenden Merkmals gleichen, im vorliegenden Fall
also entweder hypersensibel oder sensibel sind.
Die anderen in den Genotypen erblich festgeleg-
ten Eigenschaften (wie etwa die Wuchsstärke
oder die Fruchtgröße) sind innerhalb des Pools
randomisiert verteilt. Daher kann davon ausge-
gangen werden, dass sich die bulks untereinander
im Hinblick auf die meisten anderen Merkmale
nicht oder nur geringfügig genetisch unterschei-
den, so dass im DNA-Bandenmuster auftretende
Unterschiede zwischen den Pools mit hoher
Wahrscheinlichkeit mit dem Merkmal in Zusam-
menhang stehen, auf Grund dessen die Eintei-
lung der bulks vorgenommen wurde.
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5.2 Suche nach DNA-Markern für die Hypersensibilität mittels BSA und 
AFLP

Material und Methoden

Verwendete Kreuzungspopulation und Bil-
dung der bulks. Für die Erarbeitung eines Sy-
stems zur Suche nach DNA-Markern für die Hy-
persensibilität wurde die Kreuzungskombination
‘Jojo’×‘Felsina’ mit 131 Nachkommen ausge-
wählt. Die einzelnen Genotypen wurden wie in
Kapitel 2 „Ausprägungsformen der Hyper- sensi-
bilität gegenüber PPV“ auf S. 41 beschrieben auf
Hypersensibilität getestet. 91 Genotypen konnten
eindeutig bewertet werden. 46,2% der bewerteten
Genotypen wurden HK 3, 41,8% HK 0 zugeord-
net. Aus diesen beiden extremen Gruppen wur-
den je zwei bulks gebildet: Die sieben Genotypen
mit der stärksten Hypersensibilitätsreaktion wur-
den zum bulk H, fünf weitere Genotypen der HK
3 zum bulk nH (normal hypersensibel) zusam-
mengefasst. Die zehn empfindlichsten Genoty-
pen wurden im bulk S, fünf weitere Genotypen
der HK 0 im bulk nS (normal sensibel) gruppiert.
Auf diese Weise war ein zusätzlicher Informati-
onsgewinn möglich, da sowohl Polymorphismen
zwischen den beiden bulks mit Genotypen aus ei-
ner Hypersensibilitätsklasse als auch zwischen
denjenigen der beiden extremen HK detektiert
werden konnten.

Auch MICHELMORE et al. (1991) verwen-
deten bei der Markersuche eine ungleiche Anzahl
an Individuen pro bulk. Die Autoren zeigen zu-
dem, dass die BSA-Methode auch mit wenigen
Individuen pro bulk (wie im vorliegenden Fall)
erfolgversprechend einsetzbar ist.

DNA-Extraktion. Ende Juni 2003 wurden den
Sämlingsbäumen aller 131 Kreuzungskombina-
tionen sowie dreijährigen Bäumen der Elternsor-
ten ‘Jojo’ (hypersensibel) und ‘Felsina’ (sensibel)
junge Blätter entnommen und für drei Monate
bei –20°C gelagert. Die DNA-Extraktion aus den
Blättern erfolgte nach der von LEFORT und DOU-
GLAS (1999) beschriebenen Methode in den La-
bors des Fachgebiets Virologie der Universität
Hohenheim. Die isolierte DNA wurde in 50μl
TE-Puffer (10mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH

8,0) aufgenommen und bei –20°C für bis zu fünf
Monate aufbewahrt. Die Qualität und Quantität
der isolierten DNA wurde UV-spektroskopisch
und über Agarosegelelektrophorese überprüft.
Dazu wurde die Absorption einer DNA-Lösung
in reinem Wasser bei den Wellenlängen
λ1=260nm und λ2=280nm gemessen, daraus die
Konzentration der DNA errechnet und auf Ver-
unreinigung mit Proteinen überprüft. Hierzu
wurde ein Ultrospec 3000 Spektrometer der Fa.
Pharmacia Biotech (Cambridge, UK) verwendet.
Es wurden DNA-Ausbeuten von etwa 50–150μg/
g Blattfrischsubstanz erzielt.

AFLP. Die nachfolgend beschriebene Methode
ist eine Modifikation der von VOS et al. (1995) be-
schriebenen. Abgewandelt wurden die Bedingun-
gen für den enzymatischen Verdau, die PCR und
die Polyacrylamidgelelektrophorese sowie die
Auswahl an Primern. Die Untersuchungen wur-
den an der Abteilung „Interactions Plantes–Viru-
ses“ des Institut National de la Recherche Agro-
nomique (INRA) Bordeaux Aquitaine (Frank-
reich) im Jahr 2003 durchgeführt.

Die DNA der Elternsorten und derjeni-
gen Genotypen, die für die bulks verwendet wur-
den, wurde mit dem DNeasy Plant Mini Kit (Qia-
gen, Hilden) nach Herstellerangaben gereinigt.
Die Quantität der isolierten DNA wurde über
Agarosegelelektrophorese überprüft. λ-Phagen-
DNA verschiedener Konzentration wurde als
Standard neben je ein Aliquot der einzelnen
DNA-Proben auf ein Agarosegel (1% Agarose in
TAE-Puffer (40mM Tris, 1mM EDTA-
Na2·2H2O, 20mM Eisessig), 0,0016% Ethidium-
bromid) aufgetragen und elektrophoretisch ge-
trennt. Die aufgetragene DNA wanderte in TAE-
Puffer im elektrischen Gleichspannungsfeld
(80V) entprechend ihrer Größe und Ladung.
DNA der einzelnen Genotypen wurde so zu ei-
nem Gemisch der bulks kombiniert, dass die
DNA der einzelnen Genotypen zu gleichen Mas-
senanteilen vertreten war.
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enzymatischer Verdau

Je 50ng des DNA-Gemisches eines bulks wurden
eine Stunde lang bei 37°C mit den Enzymen
EcoRI (Amersham Pharmacia, Piscataway, USA)
und MseI (New England Biolabs, Beverly, USA)
(je 2U/Ansatz) in OFA-Puffer (Amersham Phar-
macia) in einem Gesamtvolumen von 17,5μl un-
ter mehrmaligem kurzen Schütteln inkubiert.
Insgesamt wurden sieben Ansätze behandelt (Jo-
jo, Felsina, H, nH, S, nS, Negativkontrolle (ohne
DNA)). 

Ligation der Adapter

Zur Ligation wurden folgende Adapter verwen-
det: EcoRI-Adapter (5’ - CTC GTA GAC TGC
GTA CC - 3’; 3’ - CAT CTG ACG CAT GGT
TAA - 5’) und MseI-Adapter (5’ - GAC GAT
GAG TCC TGA G - 3’; 3’ - TAC TCA GGA CTC
AT - 5’). 7,5ng der enzymatisch verdauten DNA
wurden im Ligationsansatz (2,5pM EcoRI-Adap-
ter, 25pM MseI-Adapter, 4mM ATP (Promega,
Madison, USA), 0,75U/μl T4 DNA-Ligase (USB,
Cleveland, USA)) unter mehrmaligem Schütteln
für drei Stunden bei 37°C inkubiert.

PCR 1 (pre-amplification reaction)

1μl der ligierten DNA-Fragmente wurde als
Template in den Ansatz für die PCR 1 eingesetzt.
Dieser Bestand aus 0,3μM eines jeden Primers,
0,2mM dNTPs (Sigma), 2mM MgCl2 (Sigma)
und 0,8U Taq-Polymerase (Sigma) in einem Vo-
lumen von 40μl in PCR-Puffer (Sigma). Es wur-
den folgende Primerpaare verwendet: (a) Pri-
merEcoRI+A (5’-GACTGCGTACCAATTCA-3’)
und PrimerMseI+C (5’-GATGAGTCCTGAGTA
AC-3’), (b) PrimerEcoRI+C und PrimerMseI+T). Sie
wiesen am 3‘-Ende jeweils einen Überhang von
einem Nucleotid auf (farbig markiert), das über
den Adapter und die Sequenz der Restriktions-
schnittstelle hinaus in das unbekannte Genom
von P. domestica hineinreichte. Die Primer wur-
den von MWG-Biotech, Ebersberg, synthetisiert.
Das Temperaturprofil für die PCR 1 ist aus Tab.
5.2–1 ersichtlich. Für diese Amplifikation (und
die PCR 2) wurde ein GeneAmp 9700 Thermo-
cycler (Applied Biosystems, Foster City, USA)
verwendet.

Der Erfolg der PCR wurde durch Gelelek-
trophorese (1,5% Agarose) überprüft. Die PCR-
Produkte wurden bei -20°C aufbewahrt.

PCR 2

1μl des 1:30 verdünnten Produkts der PCR 1
wurde für den selektiveren Amplifikationsschritt,
die PCR 2, mit einem Überhang an den Primern
von zwei oder drei Nucleotiden verwendet (+2-
bzw. +3-Primer). Der jeweilige EcoRI-Primer
wurde 0,25μM, der jeweilige MseI-Primer 0,3μM
in das PCR-Reaktionsgemisch eingesetzt. Die
Konzentrationen der übrigen Bestandteile ent-
sprachen den bei der PCR 1 verwendeten. Das
Reaktionsvolumen betrug 20μl.

Für die Amplifikation wurde ein modifi-
ziertes Touchdown-PCR-Verfahren (DON et al.
1991) angewandt, um den Anteil der Fragmente
im Gemisch der Amplifikationsprodukte, die
durch unspezifische Basenpaarung der Primer
entstanden sind, zu minimieren. Die Annealing-
temperatur wurde während der ersten 13 PCR-
Zyklen um jeweils 0,7K erniedrigt. Die entspre-
chenden Daten sind in Tab. 5.2–2 zusammenge-
stellt.

Insgesamt wurden 336 verschiedene Pri-
merkombinationen verwendet (s. Abb. 5.2–1).
Teilweise hatten die Primer (synthetisiert von
MWG Biotech) einen Überhang von 2, teilweise
von 3 Basen.

Der Erfolg der PCR wurde wiederum
durch Gelelektrophorese (1,5% Agarose) über-
prüft.

Die PCR 2 wurde zunächst nur mit der
DNA durchgeführt, die auf die vier bulks zurück-
ging, nicht mit derjenigen der Elternsorten.

Tab. 5.2–1   Bedingungen für die PCR 1

T [°C] t [sec]

Denaturierung 95 120

1 Denaturierung 95 30

2 Annealing 56 30

3 Extension 72 60

Final extension 72 420

Anzahl der Zyklen (1–3): 28
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Polyacrylamidgelelektrophorese. i Zu den PCR-
Produkten wurde das gleiche Volumen einer Lö-
sung aus 95% Formamid, 0,05% Bromphe-
nolblau und 0,05% Xylencyanol in 10mM NaOH
gegeben. Die Gefäße wurden zehn Minuten lang
geschüttelt, danach fünf Minuten bei 95°C dena-
turiert und sofort auf Eis gestellt. Je 3,5μl pro
PCR-Produkt wurden auf denaturierende Poly-
acralamidgele (4,5%, 30×45cm2) so aufgetragen,
dass die auf die vier bulks zurückgehenden Gemi-
sche nebeneinander lagen. Die DNA-Fragmente
wurden bei 80W (3500V, 200mA) 105 Minuten
elektrophoretisch getrennt. Abschließend wur-
den die Gele einer Silbernitratfärbung unterzo-
gen. Die bei diesen Schritten verwendeten Me-
thoden sind von CHALHOUB et al. (1997) be-
schrieben. Die gefärbten und getrockneten Gele
wurden gescannt und mit Hilfe des Bildbearbei-
tungsprogramms Adobe Photoshop 6.0 ausge-
wertet.

Verifizierung beobachteter Polymorphismen.
War eine Bande nur in den bulks aus entweder
den hypersensiblen oder den empfindlichen Ge-
notypen sichtbar, wurde die DNA der Bande aus
dem Gel extrahiert und mit ihr als Template die
PCR 2 wiederholt. Dazu wurden 3μl nuclease-
freies Wasser auf die Bande pipettiert und nach
10 bis 15 Minuten zum nicht verdunsteten Rest
weitere 2μl Wasser hinzugegeben. 2μl wurden
abgezogen und in den 40μl-PCR-Ansatz über-
führt. Zusätzlich wurde das Amplifikat aus PCR

1, das auf die Elternsorten ‘Jojo’ und ‘Felsina’ zu-
rückging, für die PCR 2 verwendet. Die PCR-Pro-
dukte wurden wie oben beschrieben auf Poly-
acrylamidgelen elektrophoretisch getrennt.

Die Banden wurden im weiteren Verlauf
nur dann weiter verwendet, wenn die in den bulks
hypersensibler Genotpyen aufgetretenen Banden
auch im ‘Jojo’- bzw. wenn die in den bulks sensi-
bler Genotypen aufgetretenen Banden zugleich
im ‘Felsina’-Amplifikat sichtbar waren. Mit die-
ser Vorgehensweise war es möglich, die Zahl rele-
vanter Banden um ca. die Hälfte zu reduzieren.

Sequenzierung relevanter DNA-Fragmente.
Fragmente, die nur in hypersensiblen oder sensi-
blen Genotypen nachweisbar waren, wurden se-
quenziert. Die nachfolgende Beschreibung be-
zieht sich auf die Vorgehensweise zur Sequenzie-
rung eines Fragments. Sie wurde für jedes
Fragment in gleicher Weise durchgeführt. Frag-
mente, die in den bulks H und nH auftraten, wur-
den mit „Hyp+Nr.“, solche, die im bulk H eine
sehr starke Bande und in nH eine schwache Ban-
de ausprägten, mit „Mix+Nr.“ und solche, die in
den bulks S und nS auftraten, mit „Sen+Nr.“ be-
zeichnet.

20μl des PCR-Produkts, das mit der aus
dem Polyacrylamidgel extrahierten DNA als
Template gewonnen worden war, wurden für
eine Stunde bei 72°C inkubiert, um Poly-A-
Überhänge an den amplifizierten Fragmenten zu
erhalten. Nachfolgend wurde das PCR-Produkt

Tab. 5.2–2   Bedingungen für die PCR 2

T [°C] t [sec]

Denaturierung 95 120

1 Denaturierung 95 30

2 Annealinga 65–56,6 30

3 Extension 72 60

4 Denaturierung 94 30

5 Annealing 56 30

6 Extension 72 60

Final extension 72 420

Anzahl der Zyklen (1–3): 13a

Anzahl der Zyklen (4–6): 30

a Die Annealingtemperatur wurde pro Zyklus um
0,7K erniedrigt.

Abb. 5.2–1   In der PCR 2 verwendete Primerkom-
binationen (blau hinterlegt). Angegeben sind nur
die fragmentspezifischen Überhänge am 3’-Ende
der Primer.
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mit dem Qiaquick PCR Purification Kit (Qiagen)
nach Herstellerangaben gereinigt, in 30μl 10mM
Tris-HCl (pH 8,0) aufgenommen und im Kühl-
schrank gelagert. Die Fragmente wurden nach
Herstellerangaben über Nacht bei 4°C in den
pGEM-T Easy Vektor (Promega) ligiert (2,5μl Li-
gationspuffer, 1,5μl DNA, 0,5μl pGEM-T Easy
Vektor, 0,5μl T4-DNA-Ligase).

Anschließend wurden die Vektor-Plas-
mide in kompetente Bakterien (Escherichia coli,
Stamm XL1) eingeschleußt. 1 bis 2μl der ligierten
Vektor-Plasmide wurden zu 20μl Glycerin (10%)
und 20μl Bakterien gegeben. Die Bakterien wur-
den durch Elektroporation transformiert (Span-
nung 1,8kV). Unmittelbar danach wurden zum
Gemisch 300μl SOC-Medium (2% Trypton,
0,5% Hefeextrakt, 10mM NaCl, 2,5mM KCl,
10mM MgCl2, 10mM MgSO4) hinzugegeben
und dieses 30min bei 37°C inkubiert. Anschlie-
ßend wurden 100 μl der Bakteriensuspension in
eine Petrischale mit LB-Medium (1% Pepton,
0,5% Hefeextrakt, 17mM NaCl, 50 μg/ml Ampi-
cillin, 1,5% Agar-Agar) ausplattiert. Auf dem
Medium in den Petrischalen (Ø 10cm) waren zu-
vor 20μl Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid
(IPTG, 200 mM) und 20μl 5-Brom-4-chlor-3-in-
dol-β-D-galactopyranosid (X-Gal, 50mM) aus-
gestrichen worden. Die Bakterien wurden bei
37°C bebrütet. Nach ca. 24 Stunden waren Bakte-
rienkolonien herangewachsen. Zehn weiß gefärb-
te Kolonien wurden mit Pipettenspitzen aufge-
nommen und in einen PCR-Ansatz (wie bei PCR
2, aber mit Primern der PCR 1) überführt.

Die PCR auf die Bakterienkolonien er-
folgte wie aus Tab. 5.2–2 ersichtlich. Die PCR-
Produkte, die auf verschiedene Bakterienkoloni-
en zurückgingen, wurden zusammen mit den
Amplifikaten aus der PCR 2, in denen die Poly-
morphismen detektiert worden waren, auf ein
denaturierendes Polyacrylamidgel aufgetragen,
elektrophoretisch getrennt und durch Silberni-
tratfärbung visualisiert (s. o.). So konnte über-
prüft werden, ob das in die Vektoren ligierte
Fragment demjenigen entsprach, welches für das
Auftreten des Polymorphismus verantwortlich
war.

Jeweils zwei Bakterienkolonien, die das
gewünschte Insert im Vektor enthielten, wurden

über Nacht bei 37°C in LB-Medium mit 0,25 μg/
ml Ampicillin vermehrt. Mit dem Wizard Plus
SV Miniprep DNA Purification System (Prome-
ga) wurden aus den Bakterien die Plasmide iso-
liert. Die Inserts wurden sequenziert (Fa. AGO-
WA, Berlin).

Ergebnisse

In allen bulks konnte mit jeder der in Abb. 5.2–1
dargestellten Primerkombinationen eine Vielzahl
an Banden amplifiziert werden. Die meisten
Fragmente waren zwischen 100 und 500bp lang.
Wurden Primer mit zwei Basen Überhang mit
Primern mit drei Basen Überhang kombiniert,
war der Abstand der Banden auf dem Gel teilwei-
se so gering, dass eine Auswertung in den betref-
fenden Gelabschnitten nicht möglich war (s. Abb.
5.2–2). Daher wurde nachfolgend jeweils der ent-
sprechende +2-Primer mit den vier möglichen

Abb. 5.2–2   Ausschnitt aus einem Polyacrylamid-
gel. Die Spalten sind mit den Abkürzungen der
bulks bezeichnet. Die vier linken Spalten sind Pro-
dukte der PCR 2 mit den Primerkombinationen
EcoRI-AAG/MseI-CA, die vier rechten Spalten ge-
hen auf die Primerkombinationen EcoRI-AAG/
MseI-CCA zurück. Deutlich erkennbar ist, dass die
Bandendichte niedriger ist, wenn zwei +3-Primer
kombiniert werden.
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+3-Primern ersetzt, um so die Anzahl der Banden
auf den entsprechenden Gelabschnitten zu redu-
zieren.

Die vorgestellte Überprüfung der Poly-
morphismen (erneute PCR 2 mit aus Gel extra-
hierter DNA als Template und Vergleich der
Bandenmuster der bulks mit denjenigen der bei-
den Elternsorten) ermöglichte es, die Zahl der
weiter zu untersuchenden Fragmente bereits in
einem frühen Stadium einzugrenzen: Etwa die
Hälfte der Banden, die zunächst nur in den bulks

mit hypersensiblen Genotypen beobachtet wur-
den, konnte nicht in der Muttersorte ‘Jojo’ nach-
gewiesen werden, sondern in der empfindlichen
Vatersorte ‘Felsina’. Sie wurden daraufhin nicht
weiter untersucht. Insgesamt wurden vierzehn
Banden kloniert, die entsprechend ihres Auftre-
tens im Zusammenhang mit der Hypersensibili-
tät der Europäischen Pflaume gegenüber PPV
stehen könnten (s. Tab. 5.2–3 und Abb. 5.2–3).
Ihre Sequenzen liegen vor (cf. Tab. 5.2–4).

Die erhaltenen Sequenzen wurden an-
hand der Datenbank des National Center for Bio-
technology Information (NCBI, Rockville Pike,
USA) mit dem Programm „Nucleotide-nucleoti-
de BLAST“ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) mit
bekannten genomischen Sequenzen anderer
Pflanzen verglichen. Es konnten keine Ähnlich-
keiten mit pflanzlichen Genomabschnitten auf-
gefunden werden, die mit pflanzlicher Resistenz
gegenüber Pathogenen in Verbindung gebracht
werden können.

Diskussion

Durch die Kombination der bulk segregant analy-
sis mit der Anwendung der AFLP-Methode ist es
gelungen, Polymorphismen im Bandenmuster
von DNA-Fragmenten zwischen hypersensiblen
und sensiblen Genotypen der Europäischen
Pflaume aufzufinden. Die Zahl der getesteten Pri-
merkombinationen ist höher als bei ähnlichen
Untersuchungen bei der Aprikose (VILANOVA et
al. 2003). Die Autoren erachten ebenso wie DIR-
LEWANGER et al. (1998) beim Pfirsich die Kombi-
nation von +2- mit +3-Primern als bestgeeignet.
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass dies für
die Europäische Pflaume nicht gilt. Selbst auf gro-
ßen Polyacrylamidgelen (DIN A3) war der Ab-
stand der Banden in weiten Bereichen so gering,

Tab. 5.2–3   Fragmente, die Polymorphismen im
Bandenmuster bedingten

Bezeichung des 
Fragments

Überhang 
PrimerEcoRI

Überhang 
PrimerMseI

Hyp 1 AA CCG

Hyp 5 ACT CA

Hyp 10 AT CCG

Hyp 16 ATC CA

Hyp 18 AAC CGA

Hyp 19 AAC CGA

Hyp 22 AGC CAA

Hyp 23 ATC CAA

Sen 10 ATC CAC

Mix 1 AAC CG

Mix 2 AAC CG

Mix 3 AAC CG

Mix 9 ATC CAG

Mix 8 ATC CAG

Abb. 5.2–3   Ausschnitt aus Polyacrylamidgelen
mit Polymorphismen im Bandenmuster. In den
bulks H und nH sind jeweils Banden erkenntlich,
die in den bulks S und nS fehlen (s. gelbe Pfeile).
A Bande ‘Hyp 1’, Primerkombination EcoRI-AA/
MseI-CCG. B Bande ‘Hyp 16’, Primerkombination
EcoRI-ATC/MseI-CA.

Tab. 5.2–4   Beispiel für Sequenzen der Frag-
mente, die Polymorphismen zugrunde liegen (wei-
tere Sequenzen s. Tab. 5.3–3 auf S. 115)

Sequenz (5’→3’)

Hyp 23 GAATTCATCAATAAGCAAGTATGAAATC
TAAGCTAATTACTATTGAACTGATGATA
CAGTTATTCCTATGTTCAACTTGCAATT
ATAAAGTTATAATTGTAATTCAAAAGGG
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGGCAAAAG
GTTGTTAA
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dass mögliche Polymorphismen überdeckt wur-
den. Deshalb empfiehlt es sich, bei der Europäi-
schen Pflaume zwei +3-Primer zu verwenden.
Dieser Unterschied zwischen verschiedenen Pru-
nus-Arten ist dadurch erklärbar, dass Aprikose
und Pfirsich ein diploides Genom besitzen, die al-
lopolyploide Europäische Pflaume hingegen ein
hexaploides.

Die Bildung von zwei getrennten bulks je
Phänotypvariante leistete einen wertvollen Bei-
trag dazu, die Zahl der polymorphen Banden zu
reduzieren, die nicht mit der Hypersensiblität in
Verbindung stehen. Nur solche Fragmente, die in
beiden bulks einer Phänotypausprägung sowie
beim Elternteil mit der entsprechenden Merk-
malsausprägung beobachtet werden konnten,
wurden im weiteren Verlauf der Arbeiten ver-
wendet.

Dass zwischen den Fragmenten keine
Homologien zu genomischen Sequenzen aufge-
funden wurden, die in Zusammenhang mit Pa-
thogenabwehr stehen, ist nachvollziehbar: Mit
der verwendeten AFLP-Methode werden in kei-
ner Weise DNA-Sequenzen bevorzugt amplifi-
ziert, die funktional in Zusammenhang mit der
Eigenschaft stehen, für die DNA-Marker entwik-
kelt werden sollen. Die Fragmente stehen besten-
falls in lokalem Zusammenhang zu Sequenzen,
die mit der betrachteten Eigenschaft in Verbin-
dung stehen.

HAYES und SAGHAI MAROOF (2000) nutz-
ten bei Untersuchungen zur Virusresistenz bei
der Sojabohne ebenfalls die bulk segregant analy-
sis und die AFLP-Methode. Jedoch verwendeten
sie ein modifiziertes AFLP-Protokoll: In der PCR
2 setzten sie nicht zwei Primer ein, die an die bei-
den Adapter binden, sondern nur einen der bei-
den und statt des zweiten einen degenerierten
Primer, der an stark konservierte Sequenzen in
der NBS-Domäne verschiedener Resistenzgene
band. Auf diese Weise konnten sie Marker ent-
wickeln, die unmittelbar Sequenzen von Resi-
stenzgenen enthielten. CALENGE et al. (2005) ge-
lang es mit der beschriebenen Methode, die NBS-
profiling genannt wird, resistance gene analogues
(RGA) beim Apfel ausfindig zu machen. Die
RGAs konnten sie in der Nähe von Majorgenen
und QTLs für Mehltau- und Schorfresistenz loka-
lisieren. Sie könnten als sog. RGA-Marker für die
markergestützte Selektion Bedeutung erlangen.

Ein ähnlicher methodischer Ansatz
könnte auch bei der Suche nach molekularen
Markern für die Hypersensibilität der Europä-
ischen Pflaume gegenüber PPV vielversprechend
eingesetzt werden: Die Anzahl der amplifizierten
Banden ist bei der verwendeten AFLP-Standard-
Methode sehr hoch, so dass davon ausgegangen
werden kann, dass auch bei Einsatz nur eines Pri-
mers, der an einen der beiden eingeführten Ad-
apter bindet, eine ausreichend hohe Anzahl an
Fragmenten amplifiziert werden kann.
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5.3 Umwandlung von AFLP-Markern in PCR-Marker

Um die Eignung der in der bulk segregant
analysis aufgetretenen AFLP-Marker abzuschät-
zen, muss überprüft werden, ob die entsprechen-
de Bande in allen hypersensiblen bzw. empfindli-
chen Genotypen auftritt. Während die AFLP-
Methode für die Suche nach Polymorphismen in
Genomen sehr gut geeignet ist, deren Sequenz
weitgehend unbekannt ist und/oder die sehr groß
sind (Polyploidie), hat sie Nachteile bei einem
Massenscreening, da sie aufwendig ist:

• Es muss sehr reine DNA vorliegen.

• Ein enzymatischer Verdau und die Liga-
tion der Adapter muss der PCR vorange-
schaltet werden.

• Es sind zwei getrennte PCR-Schritte not-
wendig.

• Die Auftrennung der amplifizierten Frag-
mente muss in Polyacrylamidgelen erfol-
gen.

Aus diesen Gründen ist es sinnvoll,
AFLP-Marker in einfach zu handhabende PCR-
Marker zu überführen. PARAN und MICHELMORE
(1993) entwickelten ein Verfahren, um RAPD-
Marker in SCAR (sequence characterized ampli-
fied region)-Marker zu überführen. Dabei wer-
den Primer verwendet, die wie bei der PCR nur
das Fragment amplifizieren, das den beobachte-
ten Polymorphismus bedingt. Alle anderen Frag-
mente, die bei der RAPD-Methode (wie auch bei
der AFLP-Methode) auftreten, werden nicht ver-
vielfältigt. Deshalb kann das PCR-Produkt auch
auf den niedrigauflösenden Agarosegelen elek-
trophoretisch getrennt werden.

Nachfolgend soll eine Vorgehensweise
für die Umwandlung von AFLP-Marker in einfa-
cher zu handhabende, rein PCR-basierte Marker
für Prunus domestica beschrieben werden. Die
Ergebnisse der Einzelschritte sind unmittelbar
Entscheidungsgrundlage über die Auswahl der
weiteren Methoden. Diese Schritte werden daher
in kurzen, in sich abgeschlossenen Einheiten
nacheinander dargestellt. Die Arbeiten wurden
im Labor des Fachgebiets Virologie durchge-
führt.

5.3.1 Design von Primern für einzelne 
AFLP-Fragmente

Material und Methoden

Primerdesign und PCR. Für vier der Fragmente,
die Polymorphismen verursachten und deren Se-
quenzen ermittelt worden waren (s. voranstehen-
des Kapitel), wurden spezifische Primer syntheti-
siert. Die Primersequenz wurde unter Zuhilfe-
nahme der Software Vector NTI Advance™
(Invitrogen, Karlsruhe) ermittelt. Die Primer
wurden von der Fa. Sigma-Genosys (Steinheim)
synthetisiert. Die betreffenden AFLP-Fragmente,
die verwendeten Primer und die Annealingtem-
peratur, die bei der PCR jeweils verwendet wurde,
sind in Tab. 5.3–1 angegeben.

Als Template für die PCR wurde die DNA
der Elternsorten sowie diejenige der vier bulks
verwendet. Die PCR-Bedingungen sind in Tab.
5.3–2 angegeben.

1μl der DNA wurde als Template in den
Ansatz für die PCR eingesetzt. Dieser bestand aus
0,25μM eines jeden Primers, 0,2mM dNTPs (In-
vitrogen), 1,5mM MgCl2 (Invitrogen) und 1U
Taq-Polymerase (Invitrogen) in einem Volumen
20μl in PCR-Puffer (Invitrogen). Für die PCR
wurde ein Mastercycler der Fa. Eppendorf ver-

Tab. 5.3–1   Für die Amplifizierung verschiedener
AFLP-Fragmente verwendete Primer (angegeben
jeweils in 5’→3’-Richtung)

Fragment /
Annealing-Ta

a Annealingtemperatur, die in der PCR für die
Amplifikation dieses Fragments verwendet wurde.

Sense-Primer (S)
Antisense-Primer (AS)

Hyp 1 (50°C) S: .AGATGATCGGTTTCCCAC
AS: TTTGGATTAGGGGTGGGC

Hyp 16 (55°C) S: .TTAACATGAGAGAGAGAG
....AGAGAAGGC
AS: GAATTCATCGAAGGCAAG 
....CATCCCC

Hyp 22 (57,5°C) S: .TTTTGACCAACTAGGTGA 
....ATTATTC
AS: CGAAAGCTAGCACGCCATG

Hyp 23 (45°C) S: .GAATTCATCAATAAGCAA 
....GTATG
AS: TTAACAACGTTTTGCCTC
113
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wendet. Die PCR-Produkte wurden auf Agarose-
gelen (1,5%) elektrophoretisch getrennt (s. S.
107).

Ergebnisse

In Abb. 5.3–1 sind die PCR-Produkte der einzel-
nen Primerkombinationen nach gelelektropho-
retischer Auftrennung dargestellt. Jede der Pri-
merkombinationen führte in der Polymeraseket-
tenreaktion zur Amplifikation von mindestens
einer Bande. Die Kontrolle, bei der kein DNA-
Template in den PCR-Ansatz eingesetzt worden
war, war stets negativ. Bei den Primerkombina-
tionen für Hyp 1 und Hyp 22 war stets nur eine
Bande sichtbar, bei Hyp 16 und Hyp 23 zwei bzw.
eine Vielzahl von Banden. Die Zahl der amplifi-
zierten Banden war innerhalb einer Primerkom-
bination unabhängig von der als Template einge-
setzten DNA stets gleich.

Die Länge der erhaltenen Banden bei Hyp
1 und Hyp 22 entsprach jeweils der Länge, die
aufgrund der vorliegenden Sequenzen erwartet
worden war.

Diskussion

Die Primer für Hyp 16 und Hyp 23 vervielfältig-
ten in der PCR mehrere Banden pro Ansatz. Dies
kann mit der Struktur der Primer erklärt werden.
In beiden Fällen weisen sie nämlich repetitive Se-
quenzen auf (s. Tab. 5.3–1). Diese kommen im
Genom häufig vor (GOTTSCHALK 1994). Daher ist
die Wahrscheinlichkeit, dass mehrere Amplifika-
te im PCR-Produkt auftreten, hoch. Zudem war
die Annealingtemperatur bei der PCR mit den
Hyp 23-Primern, in deren Amplifikaten die mei-
sten Banden nachweisbar waren, mit 45°C sehr

niedrig, was unspezifische Bindungen begünstig-
te. Wurden aber höhere Temperaturen zur Pri-
meranlagerung gewählt, konnte kein Amplifikat
mehr detektiert werden.

Tab. 5.3–2   Bedingungen für die PCR

T [°C] t [sec]

Denaturierung 94 120

1 Denaturierung 94 30

2 Annealing a 30

3 Extension 72 90

Final extension 72 420

Anzahl der Zyklen (1–3): 33

a s. Tab. 5.3–1

Abb. 5.3–1   PCR-Produkte verschiedener Primer-
kombinationen (für die Amplifikation von Hyp 1,
16, 22, 23) nach gelelektrophoretischer Tren-
nung. L: DNA-Ladder (angegeben sind 500, 100
und 50 bp); J: Jojo; F: Felsina; H, nH, S, nS: bulks;
K: Kontrolle (ohne DNA-Template).
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Polymorphismen im Bandenmuster be-
ruhen bei der AFLP-Methode darauf, dass in ver-
schiedenen Genotypen unterschiedliche Allele ei-
nes oder mehrerer Gene vorliegen, die sich in der
Anzahl und/oder Lage von Restriktionsschnitt-
stellen unterscheiden. Die Primer, die für die
Amplifikation der sequenzierten AFLP-Frag-
mente synthetisiert wurden, waren nicht in je-
dem Fall komplementär zu Sequenzen an den äu-
ßersten Enden des jeweiligen Fragments, sondern
banden in Bereichen mit einigen Basenpaaren
Abstand vom Rand. Im vorliegenden Fall war
dies bei den Primern für Hyp 1, Hyp 16 und Hyp
23 der Fall (s. Tab. 5.3–3). Um ein für die Ampli-
fikation in der PCR optimales Primerpaar zu er-
stellen, muss nämlich die Annealingtemperatur
der beiden einzelnen Primer aufeinander abge-
stimmt werden. Dies ist nicht möglich, wenn nur
die äußersten Randbereiche eines Fragments in

die Überlegungen zur Erstellung der Primerba-
senfolge einbezogen werden. So ist zu erklären,
dass unabhängig von der eingesetzten Template-
DNA in allen Varianten ein Amplifikationspro-
dukt auftrat.

Mit der gleichen Zielsetzung entwickel-
ten BRUGMANS et al. (2003) aus AFLP-Fragmen-
ten bei diploiden Kartoffeln Single-Locus-Mar-
ker. Sie berichten in Übereinstimmung mit den
vorliegenden Ergebnissen, dass mit den verwen-
deten Primern in allen Genotypen Genomab-
schnitte amplifiziert wurden, auch in denjenigen,
in denen das betreffende Fragment bei der AFLP-
Analyse fehlte.

Die Unterschiede im Genom verschiede-
ner Genotypen beschränken sich in der Regel
aber nicht auf verschiedene Restriktionsschnitt-
stellen für die in der AFLP-Analyse verwendeten
Enzyme. In Fragmenten, die bei der AFLP-Me-
thode Polymorphismen bedingen, liegen in der
Regel weitere Einzelnukleotidaustausche oder De-
letionen bzw. Insertionen vor, die als Marker
ebenso genutzt werden können. BRUGMANS et al.
(2003) schlagen hierfür folgende Wege vor:

• Verdau der PCR-Produkte mit Restrikti-
onsenzymen und gelelektrophoretische
Trennung (Entwicklung von CAPS (clea-
ved amplified polymorphic sequence)-
Markern),

• Trennung der Amplifikate in einem Ver-
fahren, das nicht nur die Länge, sondern
auch die Basenabfolge der Fragmente be-
rücksichtigt,

• Klonierung und Sequenzierung der Frag-
mente im PCR-Produkt.

Nachfolgend sollen die genannten Ver-
fahren auf die beiden AFLP-Marker Hyp 1 und
Hyp 22 angewandt werden. Bei ihnen wurde mit
den synthetisierten Primern jeweils spezifisch
eine DNA-Bande amplifiziert.

Tab. 5.3–3   Primerbindungsstellen (farbig mar-
kiert) bei den AFLP-Fragmenten Hyp 1, 22 und 16

Sequenz (5’→3’)

Hyp 1 CCGAGATGATCGGTTTCCCACCTCATCG
GTTTGGCGTACGGTTTGGATTTTCTCCA
AACCGAAGTTCACGGTTCGGCGCGCGGT
TTGACCTAATAACCGAACCAAACCAAAC
CGGGCCCACCCCTAATCCAAACTGTCTA
TGTTTTAGATAATCGTTCAAATATCATC
TCTATAAAAAAAAATCACTTG

Hyp 22 CAACTAAATGTTGACTTCTAAATATTTT
TGACCAACTAGGTGAATTATTCCAAATA
AAAAATTGATGGGCCAAACGGATTTGGG
AACAAATTCGTCCTTCTTGGTGTGAGCA
TCTTTGCATGGCGTGCTAGCTTTCGAGG
CTG

Hyp 16 TTAACATGAGAGAGAGAGAGAGAAGGCT
TGGGTTTCCTATGAGGAACAGAGGCTTT
GAGAGATGAAGCTTGCTCTCCAGATATG
TGTTGTGGAAAGAGAGGTAGAAGATGAA
AGCATGGGTGGCTTTAGCATATTTCCAG
CAGCTTGACGAAAGCTTCGTCAAGCTTC
TGGACGATTTGACAGAAGAGAAAATGGG
AAGCAATGGAAGAACAAGTCTTGAAATT
GAAGGGTTCCAAGATGAGAGATGATACT
TGCTCTCTCTGGATGTGGGTTTTGAAAG
AGAGAAAAGAGGAAGATGGAAGAACAAA
GCATGAAATTGAAGGGGCCAAAGGGGAT
GCTTGCCTTCGATGAATTC
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5.3.2 Eignung der Fragmente als CAPS-
Marker

Können die PCR-Produkte ein und des-
selben Primerpaars mit Restriktionsendonuclea-
sen in verschiedene Fragmente gespalten werden
und kann diese Eigenschaft der unterschiedli-
chen Spaltbarkeit mit einer Eigenschaft der Pflan-
ze korreliert werden, so spricht man von CAPS-
Markern (KONIECZNY und AUSUBEL 1993). Sie
sind einfach zu handhaben, da lediglich eine PCR
und ein nachfolgender enzymatischer Verdau
notwendig sind, um auf Agarosegelen Polymor-
phismen im Bandenmuster zwischen verschiede-
nen Genotypen nachzuweisen. Aus diesem
Grund sollte überprüft werden, ob die vorliegen-
den PCR-Produkte mit Endonucleasen so gespal-
ten werden können, dass sich Polymorphismen
zwischen hypersensiblen und anfälligen Genoty-
pen ergeben.

Material und Methoden

Die PCR-Produkte, die auf DNA der Sorten ‘Jojo’
und ‘Felsina’ zurückgingen, wurden mit dem
MSB Spin PCRapace Kit (Invitek) nach Herstel-
lerangaben gereinigt. 5μl des gereinigten PCR-
Produkts wurden mit 1μl des jeweiligen Restrik-
tionsenzyms (Fermentas), 2μl des entsprechen-
den Puffers (Fermentas) und 12μl H2O bei 37°C
für drei Stunden unter gelegentlichem Schütteln
inkubiert. Folgende Enzyme wurden verwendet:

1 PauI (Schnittstelle: 5’-G↓CGCGC-3’)
und MboI (Schnittstelle: 5’-↓GATC-3’)
(als Gemisch, jeweils 1μl Enzym, daher
nur 11μl H2O)
(Puffer (10×): 10mM Tris-HCl (pH 8,5
bei 37°C), 10mM MgCl2, 100mM KCl,
0,1mg/ml BSA) (Aktivität: 0,2 bzw.
0,3 U/μl),

2 HpaII (Schnittstelle: 5’-C↓CGG-3’)
(Puffer (10×): 33mM Tris-Acetat (pH 7,9
bei 37°C), 10mM Magnesiumacetat,
66mM Kalimacetat, 0,1mg/ml BSA) (Ak-
tivität: 1U/μl)

3 AluI (Schnittstelle: 5’-AG↓CT-3’)
(im gleichen Puffer wie (2)) (Aktivität:
0,6U/μl). 

Nach dem Verdau mit den Restriktions-
endonucleasen wurden die Fragmente in Agaro-
segelen (2,5%) elektrophoretisch getrennt (s. S.
107).

Ergebnisse und Diskussion

Abb. 5.3–2 zeigt die Ergebnisse des Restriktions-
verdaus. Ersichtlich ist, dass mit den verwendeten
Enzymen in keiner Variante eine Spaltung des
Fragments erfolgte. Dies bedeutet, dass sich die
Fragmente Hyp 1 und Hyp 22 mit den verwende-
ten Enzymen nicht als CAPS-Marker verwenden
lassen. Die Amplifikate unterscheiden sich nicht
in Sequenzen, die die Enzyme als Schnittstellen
erkennen.

Für die Entwicklung von CAPS sind die
Fragmente mit einer Länge von unter 150bp zu
kurz. Bei längeren Fragmenten wäre die Wahr-
scheinlichkeit, dass Restriktionsschnittstellen in
unterschiedlichen Allelen auftreten, bedeutend
höher. KONIECZNY und AUSUBEL (1993) bei-
spielsweise gingen bei der Umwandlung von
RFLP- in CAPS-Marker bei Arabidopsis von
Fragmenten aus, die zwischen 1000 und 1700bp
lang waren.

5.3.3 Single Nucleotide Polymorphism

Die relativ einfache und ressourcenexten-
sive Methode, durch die Existenz oder das Fehlen
von Restriktionsschnittstellen bedingte Unter-
schiede zwischen Allelen im PCR-Amplifikat-

Abb. 5.3–2   Restriktionsverdau der PCR-Produkte
(Hyp 1 und Hyp 22) mit verschiedenen Enzymen.
L: 50bp-DNA-Ladder (angegeben sind 350, 150
und 100 bp), K: Kontrolle (DNA von ‘Jojo’, unver-
daut), J: Jojo, F: Felsina.
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Gemisch als CAPS-Marker zu nutzen, war im
vorliegenden Fall nicht möglich. Daher wurde
untersucht, ob es Unterschiede in der Sequenz
der Allele gibt, die zu Konformationsänderungen
der einzelsträngigen DNA bei der Wanderung
durch nicht-denaturierende Gele führen. Hierzu
wurde die SSCP (single strand conformation poly-
morphism)-Methode (ORITA at al. 1989) ange-
wandt. Sie eignet sich insbesondere für die Tren-
nung von Fragmenten, die weniger als 200 Basen-
paare lang sind.

Material und Methoden (I)

Mit den Primern für die Amplifikation der Frag-
mente Hyp 1 und Hyp 22 (s. Tab. 5.3–1 auf S.
113) wurde eine PCR mit der DNA der Sorten
‘Jojo’ und ‘Felsina’ durchgeführt (s. Kapitel 5.3.1
„Design von Primern für einzelne AFLP-Frag-
mente“ auf S. 113). Die PCR-Produkte wurden
mit dem MSB Spin PCRapace Kit (Invitek) nach
Herstellerangaben gereinigt.

Die DNA wurde im Labor der Fa. Elch-
rom Scientific (Cham, Schweiz) von dortigen
Mitarbeitern nach Hitzedenaturierung auf
Spreadex EL 300 Wide Mini-Gelen bei einer
Spannung von 120V (10V/cm) und einer Tem-
peratur von 55°C für 3 Stunden in 0,03M TAE-
Puffer getrennt. Hierzu wurde eine Elektrophore-
sekammer des Typs SEA 2000 (Elchrom) verwen-
det. Die DNA wurde mit SYBR Gold (Invitrogen
Molecular Probes) gefärbt.

Ergebnisse und Diskussion (I)

In Abb. 5.3–3 ist das gefärbte Gel abgebil-
det. Im Fall der Amplifikate mit den Hyp 1-Pri-
mern ergab sich bei beiden Sorten eine starke
Bande mit gleicher Laufweite. Hingegen zeigten
sich beim PCR-Produkt, das mit den Primern für
Hyp 22 amplifiziert wurde, polymorphe Banden:
Die PCR-Produkte beider Sorten waren demnach
Gemische mehrerer Amplifikate, die sich entwe-
der durch geringfügige Unterschiede in der Län-
ge und/oder in der Konformation unterschieden.
Konformationsunterschiede sind auf Abwei-
chungen in der Basenabfolge zurückzuführen.
Die Bandenmuster der beiden Sorten stimmen
nicht überein, es gibt lediglich eine Bande, die im
elektrischen Feld gleich weit wandert. Diese ist

relativ stark. Dies könnte damit erklärt werden,
dass es ein Allel gibt, das in beiden Eltern glei-
chermaßen und zudem in mehreren Kopien vor-
liegt.

Um diese Hypothese zu überprüfen, wur-
den die PCR-Produkte Hyp 22, die auf die DNA
der Sorten ‘Jojo’ und ‘Felsina’ zurückgingen, klo-
niert und die Inserts sequenziert.

Material und Methoden (II)

Die Fragmente im PCR-Produkt, das mit den
Hyp 22-Primern gewonnen worden war, wurden
in den Vektor pBluescript II KS mit Poly-T-
Überhängen kloniert. Dazu wurden je 5μl des ge-
reinigten PCR-Produks mit 2μl Vektor (1μg/μl),
1μl Ligationspuffer (MBI), 1μl T4-DNA-Ligase
(5U/μl, MBI) und 1μl H2O über Nacht bei 4°C
inkubiert. 100μl kompetente Bakterienzellen
(Escherichia coli) des Stamms DH5α (Invitrogen)
wurden mit 5μl des Ligationsansatzes versetzt
und 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend wur-
de das Gemisch für 45 Sekunden durch Eintau-
chen ins Wasserbad einem Hitzeschock (42°C)
ausgesetzt und danach sofort für zwei Minuten
auf Eis gestellt. Nachfolgend wurden 900μl SOC-
Medium (s. S. 110) zugegeben, und die Bakterien-
suspension wurde 60 Minuten bei 37°C und
250U/min geschüttelt. 100μl der Suspension
wurden in einer Petrischale auf LB-Medium mit
Ampicillin (1μl/ml), X-Gal (40μg/ml) und IPTG
(10μg/ml)) ausplattiert und über Nacht bei 37°C

Abb. 5.3–3   Trennung der PCR-Produkte Hyp 22
und Hyp 1 mittels der SSCP-Methode. (linke Spur:
Marker M1 (Elchrom))
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aufgestellt. Nach 20 Stunden wurden von beiden
Varianten je 12 weiße Kolonien aufgenommen
und damit 5ml LB-Medium (mit 1μg/ml Ampi-
cillin) angeimpft. Nach weiteren 15 Stunden wur-
den aus den insgesamt 24 Suspensionen mit je ei-
nem Bakterienklon Plasmide präpariert. Hierzu
wurde der Perfectprep Plasmid Mini-Kit (Eppen-
dorf) nach Herstellerangaben verwendet. Die
Plasmide wurden in 50μl Elutionspuffer aufge-
nommen.

5μl davon wurden mit 0,5μl HindIII, und
0,5μl EcoRI in Puffer (3,3mM Tris-Acetat (pH 7,9
bei 37°C), 1mM Magnesiumacetat, 6,6mM Kali-
umacetat, 0,01mg/ml BSA) verdaut und gelelek-
trophoretisch getrennt. Waren die Bakterien
transformiert, so war das Insert mit einer entspre-
chenden Länge von ca. 110 Basenpaaren als Ban-
de sichtbar. Bei den Bakterienklonen, die auf das
PCR-Produkt von ‘Felsina’ zurückgingen, wiesen
alle das 110bp-Insert auf, bei den auf das PCR-
Produkt von ‘Jojo’ zurückgehenden zehn. Die
entsprechenden Plasmide wurden sequenziert
(Fa. AGOWA, Berlin).

Ergebnisse (II)

Abb. 5.3–4 zeigt die Sequenzen der Plasmid-
inserts der einzelnen Bakterienklone. Jede Se-

quenz stellt eine mögliche Ausprägungsform des
Genomabschnitts dar, der mit den Primern für
Hyp 22 amplifiziert wurde.

Insgesamt wurden sieben verschiedene
Allelabschnitte nachgewiesen. Die Unterschiede
betrafen ausschließlich Austausche oder Deletio-
nen eines einzelnen Nucleotids. Pro Sequenz
konnte bei den 112 bis 113bp langen Fragmenten
stets nur eine Änderung bezüglich der am häufig-
sten vorkommenden Sequenz beobachtet wer-
den. Diese kam in beiden Genotyen vor (Sequenz
F10–12 und J1–6 in Abb. 5.3–1). Bei ‘Jojo’ wurde
sie in sechs, bei ‘Felsina’ in drei der 10 bzw. 12 un-
tersuchten Bakterienklone aufgefunden.

Bei jeder der beiden Sorten wurden neben
der gemeinsamen Sequenz je drei zusätzliche, un-
terschiedliche Allele nachgewiesen. Bezogen auf
die Sequenz, die den Sorten gemeinsam war, wa-
ren bei ‘Felsina’ Einzelnucleotidaustausche auf
die Positionen 60, 61 und 67 beschränkt. Bei ‘Jojo’
traten Nukleotidaustausche an den Positionen 23
und 85 sowie eine Deletion an Position 84 auf.
Sämtliche beobachteten Unterschiede konnten
nach Überprüfung der Chromatogramme der Se-
quenzierreaktionen als gesichert eingestuft wer-
den.

Abb. 5.3–4   Vergleich der Sequenzen der Allele der Sorten ‘Felsina’ (F) und ‘Jojo’ (J). Die Ziffern hinter den
Buchstaben stehen für den Bakterienklon, aus dem das Plasmid mit dem Allel als Insert isoliert wurde. In
der obersten Zeile ist die Länge des Fragments in Basenpaaren angegeben. Unterschiede zwischen den
Sequenzen sind farblich hervorgehoben.

 1        10        20        30        40        50        60        70        80        90        100       110 

F1 CGAAAGCTAGCACGCCATGCAAAGATGCTCACACCAAGAAGGACGAATTTGTTCCCAAATCCGTTTGGCCCATCAATTATTTTATTTGGAATAATTCACCTAGTTGGTCAAAA 

F2 CGAAAGCTAGCACGCCATGCAAAGATGCTCACACCAAGAAGGACGAATTTGTTCCCAAATCCGTTTGGCCCATCAATTATTTTATTTGGAATAATTCACCTAGTTGGTCAAAA 

F3 CGAAAGCTAGCACGCCATGCAAAGATGCTCACACCAAGAAGGACGAATTTGTTCCCAAATCCGTTTGGCCCATCAATTATTTTATTTGGAATAATTCACCTAGTTGGTCAAAA 

F4 CGAAAGCTAGCACGCCATGCAAAGATGCTCACACCAAGAAGGACGAATTTGTTCCCAAATCCGTTTGGCCCATCAATTATTTTATTTGGAATAATTCACCTAGTTGGTCAAAA 

F5 CGAAAGCTAGCACGCCATGCAAAGATGCTCACACCAAGAAGGACGAATTTGTTCCCAAATCCGTTTGGCCCATCAATTATTTTATTTGGAATAATTCACCTAGTTGGTCAAAA 

F6 CGAAAGCTAGCACGCCATGCAAAGATGCTCACACCAAGAAGGACGAATTTGTTCCCAAATCCGTTTGGCCCATCAATTATTTTATTTGGAATAATTCACCTAGTTGGTCAAAA 

F7 CGAAAGCTAGCACGCCATGCAAAGATGCTCACACCAAGAAGGACGAATTTGTTCCCAAATTCGTTTGGCCCATCAATTATTTTATTTGGAATAATTCACCTAGTTGGTCAAAA 

F8 CGAAAGCTAGCACGCCATGCAAAGATGCTCACACCAAGAAGGACGAATTTGTTCCCAAACCCGTTTAGCCCATCAATTATTTTATTTGGAATAATTCACCTAGTTGGTCAAAA 

F9 CGAAAGCTAGCACGCCATGCAAAGATGCTCACACCAAGAAGGACGAATTTGTTCCCAAACCCGTTTAGCCCATCAATTATTTTATTTGGAATAATTCACCTAGTTGGTCAAAA 

F10 CGAAAGCTAGCACGCCATGCAAAGATGCTCACACCAAGAAGGACGAATTTGTTCCCAAACCCGTTTGGCCCATCAATTATTTTATTTGGAATAATTCACCTAGTTGGTCAAAA 

F11 CGAAAGCTAGCACGCCATGCAAAGATGCTCACACCAAGAAGGACGAATTTGTTCCCAAACCCGTTTGGCCCATCAATTATTTTATTTGGAATAATTCACCTAGTTGGTCAAAA 

F12 CGAAAGCTAGCACGCCATGCAAAGATGCTCACACCAAGAAGGACGAATTTGTTCCCAAACCCGTTTGGCCCATCAATTATTTTATTTGGAATAATTCACCTAGTTGGTCAAAA 

J1 CGAAAGCTAGCACGCCATGCAAAGATGCTCACACCAAGAAGGACGAATTTGTTCCCAAACCCGTTTGGCCCATCAATTATTTTATTTGGAATAATTCACCTAGTTGGTCAAAA 

J2 CGAAAGCTAGCACGCCATGCAAAGATGCTCACACCAAGAAGGACGAATTTGTTCCCAAACCCGTTTGGCCCATCAATTATTTTATTTGGAATAATTCACCTAGTTGGTCAAAA 

J3 CGAAAGCTAGCACGCCATGCAAAGATGCTCACACCAAGAAGGACGAATTTGTTCCCAAACCCGTTTGGCCCATCAATTATTTTATTTGGAATAATTCACCTAGTTGGTCAAAA 

J4 CGAAAGCTAGCACGCCATGCAAAGATGCTCACACCAAGAAGGACGAATTTGTTCCCAAACCCGTTTGGCCCATCAATTATTTTATTTGGAATAATTCACCTAGTTGGTCAAAA 

J5 CGAAAGCTAGCACGCCATGCAAAGATGCTCACACCAAGAAGGACGAATTTGTTCCCAAACCCGTTTGGCCCATCAATTATTTTATTTGGAATAATTCACCTAGTTGGTCAAAA 

J6 CGAAAGCTAGCACGCCATGCAAAGATGCTCACACCAAGAAGGACGAATTTGTTCCCAAACCCGTTTGGCCCATCAATTATTTTATTTGGAATAATTCACCTAGTTGGTCAAAA 

J7 CGAAAGCTAGCACGCCATGCAAGGATGCTCACACCAAGAAGGACGAATTTGTTCCCAAACCCGTTTGGCCCATCAATTATTTTATTTGGAATAATTCACCTAGTTGGTCAAAA 

J8 CGAAAGCTAGCACGCCATGCAAAGATGCTCACACCAAGAAGGACGAATTTGTTCCCAAACCCGTTTGGCCCATCAATTATTTT-TTTGGAATAATTCACCTAGTTGGTCAAAA 

J9 CGAAAGCTAGCACGCCATGCAAAGATGCTCACACCAAGAAGGACGAATTTGTTCCCAAACCCGTTTGGCCCATCAATTATTTT-TTTGGAATAATTCACCTAGTTGGTCAAAA 

J10 CGAAAGCTAGCACGCCATGCAAAGATGCTCACACCAAGAAGGACGAATTTGTTCCCAAACCCGTTTGGCCCATCAATTATTTTACTTGGAATAATTCACCTAGTTGGTCAAAA 



 KAPITEL 5

Etablierung eines Systems zur Entwicklung von DNA-Markern für die Hypersensibilität der Europäischen Pflaume
Diskussion (II)

Die Ergebnisse der Auftrennung der PCR-Frag-
mente mittels der SSCP-Methode wurden mit der
Sequenzierung bestätigt: Es bestehen Unterschie-
de in der Sequenz der PCR-Amplifikate. Dabei
handelt es sich um single nucleotide polymor-
phisms (SNPs). Damit bestätigt sich für die Euro-
päische Pflaume die von BRUGMANS et al. (2003)
für die Kartoffel getroffene Feststellung, dass es
für ein AFLP-Fragment verschiedene allele For-
men zwischen den untersuchten Genotypen gibt,
die sich nur in geringfügigen Änderungen der Ba-
senabfolge zeigen. Dies eröffnet auch für Prunus
domestica den Weg, AFLP-Marker in einfach zu
handhabende PCR-Marker zu überführen.

Pro Sorte wurden vier verschiedene Frag-
mente isoliert. Im hexaploiden Genom der Euro-
päischen Pflaume sind maximal sechs Ausprä-
gungsformen denkbar, wobei ein und dasselbe
Fragment auch in mehrfacher Kopie vorkommen
kann. Zumindest für eine Ausprägungsform des
Allels gibt es eine Übereinstimmung in beiden
Genotypen. Es ist also nicht davon auszugehen,
dass diese Form als Marker für die Hypersensibi-
lität herangezogen werden kann. Da aber insge-
samt sieben verschiedene Allele nachgewiesen
werden konnten, unterscheiden sich ‘Jojo’ und
‘Felsina’ mindestens in einem davon, nach den
vorliegenden Ergebnissen in dreien. Um hierüber
eine endgültige Entscheidung zu treffen, müssten
die Plasmidinserts weiterer Bakterienklone se-
quenziert werden. Für die Aussage, dass die ge-
zeigten SNPs als mögliche Marker für die Hyper-
sensibilität fungieren können, ist dies aber uner-
heblich.

5.3.4 Ausblick auf die weitere Vorge-
hensweise

Es konnte nachgewiesen werden, dass für
polymorphe AFLP-Fragmente erzeugte Primer
im Genom der Europäischen Pflaume Sequenzen
amplifizieren können, die sich durch Punktmuta-
tionen in Form von Nucleotidaustauschen oder
Deletionen unterscheiden. Diese können als
Grundlage für die Entwicklung von CAPS- oder
dCAPS-Markern (NEFF et al. 1998) dienen. Hier-

zu sind in weiteren Untersuchungen folgende
Schritte zu unternehmen:

Zunächst ist zu versuchen, ob die Unter-
schiede zwischen den verschiedenen Allelen Än-
derungen im Auftreten von Restriktionsschnitt-
stellen bedingen. Ist dies der Fall, so liegen puta-
tive CAPS-Marker vor. Das Auffinden von
Schnittstellen für Restriktionsendonucleasen
wird von verschiedenen Computerprogrammen,
z. B. Vector NTI Advance™ (Invitrogen), unter-
stützt.

Lassen sich keine Restriktionsschnittstel-
len für die Unterscheidung der Fragmente nutzen
oder sind dafür sehr teure Enzyme notwendig, so
können andere Verfahren in Betracht gezogen
werden, die in den zurückliegenden Jahren für
die Entwicklung von SNP-basierten Markern be-
schrieben und erfolgreich angewandt wurden
(BRADEEN und SIMON 1998, SHAN et al. 1999,
NEGI et al. 2000, MEKSEM et al. 2001). Zwei
grundsätzliche methodische Ansätze sollen kurz
angeführt werden:

• NEFF et al. (1998) beschreiben eine Modi-
fikation der CAPS-Methode, die derived
cleaved amlified polymorphic sequence
(dCAPS) analysis. Hierbei wird durch
Verwendung sog. mismatched primer
eine Restriktionsschnittstelle, die die Se-
quenz des SNP beinhaltet, in das PCR-
Produkt eingeführt, welches nachfol-
gend durch Verdau mit dem geeigneten
Restriktionsenzym in Fragmente zer-
schnitten und im Agarosegel aufgetrennt
wird. Nur in dem Fall, dass die Template-
DNA, die in den PCR-Ansatz eingesetzt
wird, den SNP beinhaltet, für den der
Primer konstruiert wurde, wird das Am-
plifikationsprodukt die betreffende Re-
striktionsschnittstelle aufweisen. NEFF et
al. (2002) beschreiben ein für die Ent-
wicklung von dCAPS geeignetes Compu-
terprogramm „dCAPS Finder 2.0“. Für
das Allel, das in beiden Elternsorten ‘Jojo’
und ‘Felsina’ nachgewiesen wurde, und
das Allel J10, das nur in ‘Jojo’ auftrat,
wurden mit diesem Programm mögliche
Primersequenzen zur Entwicklung von
119
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dCAPS-Markern erstellt. Sie sind in Abb.
5.3–5 dargestellt. Verwendbare Primer
und Restriktionsenzyme können der
Darstellung entnommen werden.

• DRENKARD et al. (2000) benutzen eben-
falls mismatched primer, die an die Stelle
des SNP binden. Allerdings wird dabei
keine Restriktionsschnittstelle in das
PCR-Amplifikat eingeführt wie bei der
dCAPS-Methode. Mit dem Verfahren
soll die Spezifität der Amplifizierung aus-
schließlich des gewünschten Allels mit
der SNP-Sequenz erhöht werden. Das
Verfahren wird als single-nucleotide am-
plified polymorphism (SNAP) bezeichnet.
Für die Generierung der Primer steht
auch hierfür ein computergestütztes Pro-
gramm zur Verfügung (SNAPER). Das
Verfahren bietet den Vorteil, dass nach
der PCR kein Restriktionsverdau not-
wendig ist.

Ist es gelungen, unterschiedliche Allele in
den einzelnen Genotypen nachzuweisen, so müs-
sen abschließend die gesamte Nachkommen-
schaft, die aus der Kreuzung ‘Jojo’×‘Felsina’ ent-
stand, sowie die Nachkommen wenigsten einer
weiteren Kreuzungskombination, die hinsicht-
lich des Merkmals Hypersensibilität spalten, auf
das Vorliegen der entsprechenden Fragmente
überprüft werden. Erst dann ist eine abschließen-
de Bewertung über die Eignung der entwickelten
Marker für die Selektion hypersensibler Genoty-
pen möglich.

Abb. 5.3–5  Generierung von Primersequenzen
für die dCAPS-Analyse am Beispiel der Sequenzen
F12 (wild type) und J10 (mutant) mit dem Pro-
gramm dCAPS Finder 2.0 (NEFF et al. 2002). Dar-
gestellt ist ein Output des Programms.

Wild Type Forward: CCCGTTTGGCCCATCAATTATTTTATTTGGAATAATTCAC

Mutant Forward: CCCGTTTGGCCCATCAATTATTTTACTTGGAATAATTCAC

Wild Type Reverse: GTGAATTATTCCAAATAAAATAATTGATGGGCCAAACGGG

Mutant Reverse: GTGAATTATTCCAAGTAAAATAATTGATGGGCCAAACGGG

Thesematches were found for:

Cuttingwild type forward sequence :

ENZYME RECOGNITION SEQUENCE PRIMER SEQUENCE

TspEI : AATT CCCGTTTGGCCCATCAATTATTTAA

Cuttingwild type reverse sequence :

ENZYME RECOGNITION SEQUENCE PRIMER SEQUENCE

Hpy178III : TCNNGA GTGAATTATTCCAG

HinfIII : CGAAT GTGAATTATTCCGA

Cuttingmutant forward sequence :

ENZYME RECOGNITION SEQUENCE PRIMER SEQUENCE

MaeIII : GTNAC CCCGTTTGGCCCATCAATTATGTTA

MjaIV : GTNNAC CCCGTTTGGCCCATCAATTAGTTTA

RsaI : GTAC CCCGTTTGGCCCATCAATTATTGTA

SecI : CCNNGG CCCGTTTGGCCCATCAATTATTTTC

StyI : CCWWGG CCCGTTTGGCCCATCAATTATTTTC

TatI : WGTACW CCCGTTTGGCCCATCAATTATTGTA

Cuttingmutant reverse sequence :

ENZYME RECOGNITION SEQUENCE PRIMER SEQUENCE

BsaAI : YACGTR GTGAATTATTCCAC

DdeI : CTNAG GTGAATTATTCTAA

EcoRII : CCWGG GTGAATTATTCCAG

MaeI : CTAG GTGAATTATTCCTA

MaeII : ACGT GTGAATTATTCCAC

NlaIII : CATG GTGAATTATTCCAT

ScrFI : CCNGG GTGAATTATTCCAG

Number of mismaches in the primer: 1
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5.4 Zusammenfassung und Bewertung

Basierend auf den Nachkommen der
Kreuzungskombination ‘Jojo’×‘Felsina’ wurden
mittels bulk segregant analysis putative AFLP-
Marker für das Merkmal Hypersensibilität ge-
genüber PPV entwickelt. Um diese in DNA-Mar-
ker zu überführen, die in der Handhabung einfa-
cher und somit für die Untersuchung ganzer
Kreuzungsnachkommenschaften besser geeignet
sind, wurde eine Strategie angewandt, die von der
Sequenzierung polymorpher AFLP-Fragmente
ausgeht und über die einfache Amplifikation mit-
tels Primern, die an Sequenzen der AFLP-Frag-
menten binden, bis hin zum Nachweis führte,
dass multiple allele Sequenzen vorliegen, die sich
durch SNPs voneinander unterscheiden. Diese
können nun in relativ einfachen Schritten zur
Entwicklung von PCR-basierten DNA-Markern
genutzt werden.

Das vorgestellte System zum Auffinden
von DNA-Markern für die Hypersensibilität ge-
genüber PPV ist zielführend und lässt bei Einsatz
eines ausreichenden Aufwandes an ökonomi-
schen Ressourcen nutzbare Ergebnisse erwarten.

Der Nutzen des Aufwandes dieser Res-
sourcen muss gegenüber anderen Möglichkeiten
der Detektion hypersensibler Genotypen abge-
wogen werden: Jede Pflanze, in der ein Marker-
gen nachgewiesen wurde, muss einem Test unter-
zogen werden, mit dem die Kopplung des
Markergens mit der gewünschten Eigenschaft
überprüft wird. Im vorliegenden Fall bedeutet
dies, dass die Hypersensibilität mittels eines Tests
durch Doppelpfropfung mit PPV-infizierter Zwi-
schenveredlung überprüft werden muss.

Der Einsatz markergestützter Selektion
ist dann sinnvoll, wenn das herkömmliche Test-
verfahren einen hohen Aufwand erfordert und/
oder der Anteil der Nachkommen mit der ge-
wünschten Eigenschaft sehr niedrig ist, so dass
viele Individuen getestet werden müssen, bis eine
gewisse Anzahl hypersensibler detektiert wird.

Beide Bedingungen sind im vorliegenden Fall
nicht gegeben:

1 Samen der Europäischen Pflaume kön-
nen unmittelbar nach der Ernte ausgesät
werden. Dazu werden die Steine geknackt
und die Integumente sowie die Nucellus-
und Endospermreste vom Embryo abge-
zogen (THEILER 1971). Bei einer Kultur
im beheizten Gewächshaus und unter
Einsatz von Zusatzbelichtung können,
zumindest bei Muttersorten, die vor Sep-
tember reifen, bis Dezember 1,5 bis 2m
hohe Sämlinge herangezogen werden.
Von diesen können ab Ende November
Augen entnommen und durch chip bud-
ding auf antreibende, PPV-infizierte
Pflanzen veredelt werden. Die Reaktion
der austreibenden Augen gibt Aufschluss
über den Hypersensibilitätsgrad der
Sämlinge. Alternativ kann im der Aussaat
folgenden Frühjahr ein Test durch Dop-
pelpfropfung vorgenommen werden. So
lässt sich innerhalb eines Jahres nach der
Bestäubung die Entscheidung über die
HK eines beliebigen Genotys treffen.
Eine schnellere Beurteilung ist nicht not-
wendig, da die Sämlinge vor dem Aus-
pflanzen im Freiland selektiert werden
können. Die Ausprägung der Hypersen-
sibilität ist im vorgestellten Testsystem
überdies nur in geringem Maß umwelt-
abhängig, so dass auch aus dieser Sicht
der Einsatz von DNA-Markern keinen
Vorteil bringt.

2 Der Anteil hypersensibler Nachkommen
liegt bei der Auswahl geeigneter Kreu-
zungskombinationen bei deutlich über
25% (s. Kapitel 4 „Vererbung der Hyper-
sensibilität gegenüber PPV“ auf S. 89).
Zudem liegt die Gesamtzahl der Nach-
kommen pro Kreuzungskombination bei
50 bis 100 Individuen und ist damit nied-
rig.

Unter diesen Gesichtspunkten nimmt die
Entwicklung molekularer Marker für die Hyper-
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sensibilität der Europäischen Pflaume mit dem
Ziel, den Selektionsprozess in der Züchtung zu
beschleunigen, zum derzeitigen Stand des Wis-
sens keine Schlüsselstellung ein. Erst in einem
Stadium, in dem die Pyramidisierung verschiede-
ner Resistenzquellen (MELCHINGER 1990) mög-
lich ist und sämtliche Resistenzquellen durch
DNA-Marker nachweisbar sein müssen, wird
ihre Bedeutung steigen, weil dann eine phänoty-
pische Erkennung der HR potentiell nicht mehr
in einem einfachen Testsystem möglich ist.

Einen bedeutenden Fortschritt würde es
jedoch darstellen, an der Resistenz beteiligte
Gene zu identifizieren. Dies ist ein wichtiger
Schlüssel zum Verständnis des Mechanismus der
HR der Europäischen Pflaume gegenüber PPV.
Hierfür müsste allerdings ein anderer methodi-
scher Ansatz verfolgt werden. DONDINI et al.
(2004) klonierten beispielsweise resistance gene
analogues (RGAs) aus der Aprikose. Dabei nutz-

ten sie zum Primerdesign stark konservierte Re-
gionen von bekannten Sequenzen von Resistenz-
genen, die aus krautigen Pflanzen isoliert worden
waren. Mit wenigen Primerkombinationen
konnten sie Gene amplifizieren, die sie acht ver-
schiedenen Resistenzgengruppen zuordnen
konnten. Eine der amplifizierten Sequenzen trat
nur im Genom scharkaresistenter Genotypen auf.
(Die Autoren schlagen diese Sequenz auch als
Marker für die quantitative Scharkaresistenz der
Aprikose vor.) Ein derartiger methodischer An-
satz würde es im besten Fall ermöglichen, Gene
zu sequenzieren, die an der Ausprägung der Hy-
persensibilitätsresistenz unmittelbar beteiligt
sind. Dadurch würde es ermöglicht, den Resi-
stenzmechanismus eingehend zu untersuchen, z.
B. durch das Blockieren der Translation des Gens
oder der Transskription der entsprechenden
mRNA oder den Transfer des Gens in krautige
Wirtspflanzen des Scharkavirus.
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6 Zukünftige Nutzung der Hypersensibilität 
der Europäischen Pflaume gegenüber 
PPV

In den vorangegangenen Kapiteln wurde
die Hypersensibilität der Europäischen Pflaume
gegenüber dem Scharkavirus hinsichtlich ihrer
Ausprägungsformen bei verschiedenen Genoty-
pen von Prunus domestica und hinsichtlich ihrer
Vererbbarkeit dargestellt. Die virusbedingte hy-
persensible Reaktion wurde mit histologisch-hi-
stochemischen und stoffwechselanalytischen
Methoden beschrieben, und ihre Auswirkungen
auf die Hemmung der Virusausbreitung in der
Pflanze wurden gezeigt. Nachfolgend soll nun
dargelegt werden, welche Bedeutung die Hyper-
sensibilität der Europäischen Pflaume für ihren
Anbau hat und wie das Potential der Hypersensi-
bilitätsresistenz genutzt werden kann. Daraus
kann abgeleitet werden, welcher Stellenwert ihr
in künftigen Forschungs- und Züchtungspro-
grammen einzuräumen ist.

Dieser Betrachtung vorangestellt sei fol-
gende Bemerkung zu den Absterbeerscheinun-
gen hypersensibler Genotypen nach PPV-Infekti-
on: Diese treten bei hypersensiblen Genotypen,
die zur Viruslokalisierung befähigt sind, nur nach
künstlicher Inokulation durch Veredlung auf. Bei
natürlicher Inokulation durch Blattläuse zeigen
die Bäume keinerlei Symptome und erkranken
nicht. Sie können nicht als Infektionsquelle für
PPV dienen. Ihnen kann eine vollständige Feld-
resistenz zugesprochen werden. 

Bedeutung für die Verhinderung der Virusaus-
breitung. Die Scharkavirose verursacht im An-
bau der Europäischen Pflaume hohe finanzielle

Verluste. Sie ist aufgrund ihrer wirtschaftlichen
Bedeutung und ihres schnellen Ausbreitungspo-
tentials als Quarantäneschaderreger eingestuft.
Die Züchtung resistenter Sorten ist die einzig
wirksame Methode, wirtschaftlichen Schaden,
der durch PPV verursacht wird, einzudämmen (s.
Kapitel 1). Die Ausbreitung des Virus wird durch
die Verwendung quantitativ resistenter Sorten
nicht verhindert, sondern vielmehr begünstigt,
da Infektionen bei quantitativ resistenten Geno-
typen, die nur schwache Blattsymptome ausprä-
gen, sowohl in der Baumschule als auch in der
Anlage oft unerkannt bleiben. Aus diesem Grund
blieben alle bisher ergriffenen Quarantänemaß-
nahmen, die die Ausbreitung des Virus in bislang
befallsfreie Gebiete verhindern sollten, langfristig
erfolglos. Dies belegen Berichte über das Auftre-
ten der Scharkavirose in immer neuen Gebieten
und Ländern wie jüngt in der Schweiz (HÖHN et
al. 2005) und China (NAVRATIL und SAFAROVA
2005). Auch die Verwendung der (bislang einzig
verfügbaren) gentechnisch modifizierten Pflau-
menhybride ‘C5’, bei der das PPV-Hüllprotein-
gen ins Genom integriert wurde, verhindert nicht
die großräumige Virusausbreitung, da Bäume
dieser Sorte nachweislich über infizierte Unterla-
gen und über Veredlung mit dem Virus infiziert
werden können (MALINOWSKI et al. 1998 und
2004, s. auch Abb. 1.4–3 auf S. 30).

Nach aktuellem Stand des Wissens ist es
nur durch den Anbau hypersensibler Sorten
möglich, die Ausbreitung des Scharkavirus durch
Pflanzmaterial zu verhindern. Bäume dieser Sor-
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ten sind nämlich per se frei von Scharkaviren.
Werden Reiser hypersensibler Genotypen in der
Baumschule auf latent infizierte Unterlagen ver-
edelt, stirbt der Austrieb des hypersensiblen Ver-
edlungspartners nach wenigen Wochen ab. Da-
durch wird nicht nur verhindert, dass PPV-befal-
lene Pflanzen in Verkehr gelangen, sondern es
können auch keine Infektionsherde in der Baum-
schule entstehen. Hypersensible Genotypen der
Europäischen Pflaume sind demnach bestgeeig-
net, um die Ausbreitung des Scharkavirus über
Pflanzmaterial zu unterbinden.

Umgekehrt können Edelreiser durch
Veredlung auf Bäume hypersensibler Sorten auf
PPV-Befall getestet werden. Virusinfizierte Edel-
reiser werden abgestoßen, und der Austrieb des
PPV-infizierten Edelreises stirbt ab. Dies könnte
ein einfaches Testsystem auf Scharkafreiheit von
Vermehrungsmaterial insbesondere für Länder
sein, in denen kein wirksames Zertifizierungssy-
stem für die Vermehrung von Obstgehölzen exi-
stiert und molekularbiologische Nachweisverfah-
ren für das Scharkavirus zu teuer oder nicht eta-
bliert sind. Es müsste darüber hinaus geprüft
werden, ob beim Aufbau von Reiserschnittgärten
hypersensible Sorten als Stammbildner verwen-
det werden können, die die PPV-Freiheit der auf-
veredelten empfindlichen Sorten garantieren.

Natürlich können auch Reiser hypersen-
sibler Sorten auf Bäume veredelt werden, die auf
PPV-Befall getestet werden sollen. Ist der Baum
befallen, stirbt der Austrieb des aufgepfropften
Edelreises ab. Dazu müssten je nach Größe des zu
testenden Baumes mehrere Reiser aufveredelt
werden, da das Virus im Baum ungleich verteilt
sein kann. Die Entscheidung, ob der getestete
Baum mit PPV infiziert ist, kann bei Veredlung
im April oder Mai bis spätestens Juli, also vor be-
ginn des Reiserschnitts für die Sommervered-
lungssaison, gefällt werden.

Hinsichtlich der Nutzung der Hypersen-
sibilität zur Testung auf PPV-Befall sei ange-
merkt, dass mit dieser Testmethode keine absolu-
te Sicherheit über PPV-Freiheit eines Baumes ge-
wonnen werden kann. Dazu müssten wegen der
Ungleichverteilung des Virus in der holzigen
Wirtspflanze sämtliche Organteile des zu unter-
suchenden Baumes durch Veredlung überprüft

werden. Dieses Problem besteht aber bei PCR-
oder ELISA-Tests in gleicher Weise: Hier muss
eine Stichprobe von Blättern für die Tests ent-
nommen werden; werden zufällig nur solche
Blätter gewählt, die virusfrei sind, ist das Tester-
gebnis negativ, auch wenn in anderen Blattsprei-
ten des Baumes Scharkaviren vorhanden sind.

Bedeutung für den Anbau in Scharkabefallsge-
bieten. Die großräumige Verbreitung des Schar-
kavirus kann also durch Nutzung hypersensibler
Genotypen verhindert werden. Auch die klein-
räumige Verbreitung, die über Blattläuse als Vek-
toren erfolgt, ist bei hypersensiblen Genotypen
nicht möglich, da diese PPV-frei sind. Daher ist
ihre Verwendung für extreme Scharkabefallsla-
gen die einzig verbleibende Möglichkeit, wirt-
schaftliche Schäden durch PPV-Befall nicht nur
zu minimieren, sondern auszuschließen. Denn
auch bei fruchttoleranten Sorten, wie sie bisher in
diesen Regionen verwendet wurden, sinkt der Er-
trag, wenn sie an Scharka erkranken (NÉMETH
1986, HAMDORF und HEIN 1989).

Züchtung hypersensibler Sorten. i Bereits ATA-
NASOFF erkannte in der ersten ausführlichen Ab-
handlung zur Scharkaproblematik im Jahr 1935,
dass die bestmögliche Lösung, die mit der Krank-
heit einhergehenden Schäden zu umgehen, die
Züchtung resistenter Sorten ist. Genau betrachtet
zielten die meisten Züchtungsprogramme, die
seither angestrengt wurden, aber auf Toleranz (in
der Regel Frucht- und Leistungstoleranz) und
nicht auf Resistenz ab. 

Die Ergebnisse der Züchtung scharkato-
leranter Sorten seit dieser Zeit sind beachtens-
wert; neue Sorten ermöglichten die Aufrechter-
haltung des Anbaus unter Scharkabefallsdruck.
Dennoch blieb ein zentrales Problem, die Verhin-
derung der Ausbreitung des Quarantäneschader-
regers, ungelöst.

Mit der Hypersensibilität der Europäi-
schen Pflaume gegenüber PPV steht der Züch-
tung eine genetische Ressource zur Verfügung,
die einen neuartigen Resistenzmechanismus ge-
gen die Scharkakrankheit einführt. Hypersensible
Sorten können unter natürlichen Bedingungen
nicht mit PPV infiziert werden. Die vorliegenden
Untersuchungen zeigen, dass bei der Auswahl ge-
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eigneter Kreuzungspartner weit über ein Viertel,
in manchen Fällen sogar mehr als die Hälfte der
Nachkommen stark hypersensibel reagieren. Die
Resistenz durch Hypersensibilität kann demnach
effektiv züchterisch genutzt werden.

Entscheidend für die Nutzung einer Resi-
stenzquelle in der Züchtung ist der Aufwand, der
zur Bestimmung des Resistenzniveaus der einzel-
nen Genotypen notwendig ist (WOLFE und
GESSLER 1992). Hier weist die Resistenz durch
Hypersensibilität einen entscheidenden Vorteil
gegenüber der quantitativen Resistenz auf: Be-
reits innerhalb eines Jahres nach der Bestäubung
kann der Hypersensibilitätsindex eines Genotyps
ermittelt werden. Bei Züchtung auf quantitative
Resistenz ist eine mehrjährige Prüfung mit wie-
derholter Bestimmung des Virusgehalts in der
Pflanze nötig, bei Züchtung auf Fruchttoleranz
eine langjährige Prüfung im Ertragsstadium.
Hierbei müssen die Pflanzen unter Freilandbe-
dingungen kultiviert und künstlich mit PPV in-
okuliert werden. Tests auf Hypersensibilität hin-
gegen können im Gewächshaus durchgeführt
werden, wo das Arbeiten mit Quarantänescha-
derregern erleichtert ist, und sind innerhalb von
fünf Monaten mit aussagekräftigen Ergebnissen
abgeschlossen.

Scharkaempfindliche Sorten können er-
folgversprechend als Kreuzungspartner hyper-
sensibler Genotypen in der Züchtung eingesetzt
werden, wie die Untersuchungen zur Vererbung
der Hypersensibilität zeigen. Damit können qua-
litativ hochwertige Sorten wie ‘Fellenberg’, ‘Felsi-
na’ und ‘Hauszwetsche’, die PPV-sensibel sind,
als Donoren für hohe Fruchtqualität genutzt wer-
den.

Gefahr der Durchbrechung der Hypersensibili-
tätsresistenz. Derzeit sind bei der Europäischen
Pflaume zwei Quellen für die Hypersensibilität
gegenüber PPV bekannt: Die virusstammspezifi-
sche Hypersensibilität, die von der Hybride ‘K4’
herrührt (KEGLER et al. 1991), und die nicht
stammspezifische der Sorte ‘Jojo’ und ihres Ge-
schwisterklons ‘Ort×Stan34’. Dabei wäre statt
der Bezeichnung „stammspezifisch“ die Formu-
lierung „isolatspezifisch“ angebracht, denn zu-
mindest solange die der Resistenz zugrundelie-

genden Pathogenerkennungsprozesse nicht be-
kannt sind, kann die Spezifität der Auslösung der
HR nicht an Einteilungen wie der Virusstamm-
zugehörigkeit festgemacht werden.

Es kann angenommen werden, dass die
hypersensible Reaktion, die nach PPV-Infektion
abläuft, bei den beiden Resistenzquellen in unter-
schiedlicher Weise ausgelöst wird. Entweder wer-
den bei ‘K4’ virale Komponenten als Auslöser für
die HR erkannt, die nicht in allen Isolaten in glei-
cher Beschaffenheit vorhanden sind, oder es sind
einige Isolate in der Lage, die von Seiten der
Pflanze eingeleitete Abwehrreaktion zu unterbin-
den. 

‘Jojo’ und ‘Ort×Stan34’ reagieren gegen-
über allen bislang getesteten Isolaten, auch denje-
nigen, die bei ‘K4’ die Resistenz überwinden, hy-
persensibel. Vermutet werden kann, dass als Aus-
löser für die hypersensible Reaktion eine Struktur
fungiert, die in allen oder zumindest sehr vielen
Isolaten konserviert vorliegt.

WEBER et al. (2004) untersuchten zwei
Resistenzgene aus Tomaten, Tm-2 und Tm-22,
die beide eine HR gegen das Tomato mosaic virus
(ToMV) bedingen. Sie wiesen nach, dass beide
Resistenzgene bzw. ihre Produkte mit unter-
schiedlichen Domänen des 30kDa-Transport-
proteins des ToMV interagieren. Das Transport-
protein war von WEBER und PFITZNER (1998) als
Auslöser für die HR identifiziert worden.

Es können in einer Pflanzenart also un-
terschiedliche Resistenzgene existieren, die eine
Hypersensibilitätsreaktion nach Infektion mit
dem gleichen Pathogen auslösen. Je nachdem, ob
sie mit stark konservierten oder variablen viralen
Nucleinsäure- oder Proteinsequenzen interagie-
ren, ist die Resistenz dauerhaft oder kann von
einzelnen Isolaten, die entsprechende Mutatio-
nen aufweisen, so dass sie eine Interaktion mit
dem pflanzlichen Resistenzgenprodukt umge-
hen, durchbrochen werden. Dementsprechend
ist es möglich, dass bei der Sorte ‘Jojo’ virale
Strukturen, vermutlich Proteine, als relevante
Determinanten bei der Pathogenerkennung fun-
gieren, die eine wichtige funktionelle Aufgabe für
das Virus erfüllen, so dass Mutationen in diesem
Bereich von evolutivem Nachteil für das Virusi-
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solat wären. Dafür kämen beispielsweise be-
stimmte Domänen der viralen Replikase in Frage.
Bei der von ‘K4’ ausgeprägten Hypersensibilität
könnten variable Bereiche des Hüllproteins als
Auslöser der HR dienen. Zukünftigen Arbeiten
wird es vorbehalten sein, diese Mechanismen der
Interaktion zwischen PPV und Prunus domestica
aufzuklären. Dabei könnte der Vergleich der Hy-
persensibilitätsresistenz von ‘Jojo’ mit derjenigen
von ‘K4’ eine Schlüsselposition einnehmen.

Die Annahme, dass polygen bedingte Re-
sistenz dauerhafter ist als mono- oder oligogen
bedingte, widerlegt VANDERPLANK (1984) an ein-
schlägigen Beispielen. Daher kann nicht pauschal
geschlossen werden, dass qualitative Scharkaresi-
stenz, von der angenommen werden kann, dass
sie entweder mono- (KEGLER et al. 1993), wahr-
scheinlich aber oligogen (s. S. 102) kontrolliert
wird, weniger dauerhaft ist als polygen bedingte,
quantitative. (Überdies steht bislang der Nach-
weis aus, dass quantitative Schakraresistenz tat-
sächlich polygen bedingt ist. Dies wird aber ver-
breitet angenommen.) Nichtsdestotrotz ist es
notwendig, hypersensible Genotypen mit ver-
schiedensten PPV-Isolaten zu testen. Diese Un-
tersuchungen sind insbesondere vor der Zulas-
sung neuer Sorten für jeden hypersensiblen Ge-
notyp unabdingbar. Solange die molekularen
Wirkmechanismen der Interaktion zwischen
PPV und hypersensiblem Genotyp nicht bekannt
sind, ist dies die einzige Möglichkeit, die Stabilität
der Virusresistenz im großflächigen Anbau si-
cherzustellen.

Variabilität des Merkmals Hypersensibilität
und daraus resultierende Konsequenzen. i Es
konnte gezeigt werden, dass es verschiedene Aus-
prägungsformen der Hypersensibilität der Euro-
päischen Pflaume gegenüber PPV gibt. Diese Un-
terschiede treten am deutlichsten nach Inokulati-
on durch Doppelpfropfung hervor. Die Variabili-
tät zeigt sich in zwei Komponenten:

1 in der Befähigung zur Lokalisierung des
Virus und

2 im Auftreten des programmierten Zell-
tods nach PPV-Inokulation (Geschwin-
digkeit und Ausdehnung der von der HR
betroffenen Gewebebereiche).

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit
der von KEGLER et al. (2001) getroffenen Eintei-
lung von Nachkommen der hypersensiblen Hy-
bride ‘K4’.

Insbesondere das Verhältnis zwischen
der Höhe des Inokulums und der Größe der
Pflanze hat einen unmittelbaren Einfluss auf die
Ausprägung der Hypersensibilität: Je größer das
Inokulum und je kleiner die Pflanze ist, desto
stärker wirkt sich die eingeleitete HR auf den Zu-
stand der Pflanze aus. Im Extremfall kann eine
hypersensible Pflanze absterben, wenn ausrei-
chend viele PPV-befallene Reiser aufveredelt
werden (HARTMANN 2002).

Die Gruppe der schwach hypersensiblen
Genotypen, die zu einer Lokalisierung des Virus
nicht befähigt sind, ist für die obstbauliche Praxis
ungeeignet, für die Erforschung des pflanzlichen
Abwehrverhaltens dagegen von großem Interes-
se.

Bei der Selektion auf Hypersensibilität im
Züchtungsprozess sind die nachfolgend aufge-
führten Sachverhalte zu berücksichtigen.

1 Das Testsystem zur Überprüfung der Hy-
persensibilität muss standardisiert sein.
Am besten eignet sich dazu die Inokulati-
on durch Doppelpfropfung. Als Referen-
zen sind stets stark hypersensible (wie
‘Jojo’ und ‘Hoh 4517’) und sensible (wie
‘Cacaks Fruchtbare’ und ‘Katinka’) Sor-
ten mitzuführen.

2 Nur Genotypen der HK 3 und mit Ein-
schränkung HK 2 sind für die obstbauli-
che Praxis verwendbar.

3 Der im Test ermittelte HI muss vor der
Freigabe einer neuen Sorte unter Ver-
wendung verschiedener Virusstämme
bestätigt werden.

4 Ebenso ist eine mehrjährige Prüfung der
Hypersensibilitätsresistenz unter natürli-
chen Infektionsbedingungen an verschie-
denen Standorten erforderlich.

5 Die mangelhafte Prüfung des Resistenz-
grades kann zur Freigabe von Sorten füh-
ren, die bei Einwirkung von biotischem
oder abiotischem Stress (z. B. Trocken-
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heit, Infektionen mit rindenschädigen-
den Pathogenen, Überbehang) nicht
mehr in der Lage sind, das Scharkavirus
zu isolieren. In der Folge sterben Zweige
und Äste ab, es entwickeln sich Blatt-
spreitennekrosen und damit ein Krank-
heitssyndrom, das insgesamt demjenigen
PPV-infizierter Bäume der Sorte ‘Or-
tenauer’ ähnelt.

Bei Genotypen, die unter Anwendung der
genannten Selektionskriterien ausgewählt wur-
den, ist die Gefahr, dass ihre Feldresistenz gegen-
über PPV durchbrochen wird, als sehr gering ein-
zustufen.

Nutzung hypersensibler Genotypen als Unter-
lagen. Der Vorschlag, hypersensible Genotypen
als Unterlagen zu verwenden, wurde erstmals von
KEGLER et al. (1991) formuliert. Ihm liegt folgen-
der Gedankengang zugrunde: Wird eine PPV-
sensible Pflanze, die auf eine hypersensible Un-
terlage veredelt ist, mit dem Scharkavirus infi-
ziert, müsste sie absterben, da sie von der Unter-
lage abgestoßen wird. Damit käme es zu einer Art
„Selbstreinigung“ der Anlage, weil infizierte
Pflanzen, die ohnehin gerodet werden müssten,
selbsttätig absterben würden. Die Verwendung
derartiger Unterlagen wäre nur in Gebieten ohne
starken Infektionsdruck sinnvoll, da ansonsten
innerhalb weniger Jahre die gesamte Anlage zu-
sammenbrechen könnte. Die von KEGLER et al.
beschriebenen Genotypen reagierten allerdings
nur gegenüber einigen Virusisolaten mit HR, so
dass der Ansatz der Verwendung als Unterlage
nicht sinnvoll verfolgt werden konnte.

Mit den nun vorliegenden Erkenntnissen
über die Hypersensibilität der aus der Kreu-
zungskombination zwischen ‘Ortenauer’ und
‘Stanley’ abstammenden hypersensiblen Genoty-
pen gewinnt die Überlegung, hypersensible Un-
terlagen zu nutzen, an Bedeutung. Dabei kommt
ein weiterer Aspekt der Verwendung derartiger
Unterlagen zum Tragen: Für scharkafreie Gebiete
stellt infiziertes Pflanzmaterial die größte Gefahr
der Einschleppung der Krankheit dar. Wie oben
dargestellt, verhindert die Verwendung hyper-
sensibler Edelsorten zuverlässig den Import vi-
rusbefallenen Pflanzguts in diese Regionen. Da-

mit werden aber scharkasensible Sorten, die dort
traditionell im Anbau stehen, vollständig zurück-
gedrängt. Stünden hypersensible Unterlagen zur
Verfügung, könnten sensible Genotypen auf die-
se veredelt werden und mit der Gewähr, scharka-
virusfrei zu sein, in PPV-freien Gebieten ge-
pflanzt werden.

Hypersensible Unterlagen könnten dar-
überhinaus auch für hypersensible Edelsorten
verwendet werden. Werden scharkasensible Un-
terlagen für hypersensible Edelsorten verwendet,
können die Unterlagen über Wurzelausläufer
oder Stockausschläge vom Scharkavirus befallen
werden. Der theoretischen Betrachtung nach
wäre es dann zwingend, dass der aufveredelte hy-
persensible Partner der Sorten-Unterlagen-Kom-
bination abstirbt. Bei hypersensiblen Unterlagen
wäre dies ausgeschlossen, da diese virusfrei sind.
Relativierend muss angemerkt werden, dass das
Problem der potenziellen Infektion der Unterla-
gen bei Veredlungskombinationen mit hypersen-
siblen Edelreisern in der Praxis bislang keine Rol-
le spielt: Nach den bisherigen, 17jährigen Erfah-
rungen mit hypersensiblen Sorten an Standorten
mit hohem PPV-Befallsdruck bleibt ein Befall der
Unterlagen ohne Auswirkungen auf die Vered-
lungskombination. Dieser Sachverhalt bedarf in
der Zukunft ebenso einer genaueren Untersu-
chung wie das Verhalten sensibler Edelsorten auf
hypersensiblen Unterlagen. Hierbei sind stets
Versuche an einjährigen wie auch an mehrjähri-
gen Pflanzen durchzuführen, um eine möglicher-
weise vorhandene Abhängigkeit der Reaktion auf
Pathogenbefall vom Alter bzw. der Größe des
Baumes zu berücksichtigen.

Überdies könnten auf Unterlagen der Art
Prunus domestica auch Vertreter der Aprikose
und womöglich des Pfirsichs veredelt werden.
Damit könnten Vorteile der Hypersensibilität ge-
genüber PPV für diese Obstarten nutzbar ge-
macht werden: Es wäre sichergestellt, dass nur
PPV-freies Pflanzmaterial die Baumschule ver-
lässt. Innerhalb von Sorten der Art Prunus persica
konnte bislang weder quantitative noch qualitati-
ve Scharkaresistenz aufgefunden werden (MAR-
TÍNEZ-GÓMEZ et al. 2004, DECROOCQ et al. 2005).
Entsprechend groß ist die Dringlichkeit, mögli-
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che Wege zu finden, den Pfirsichanbau vor Aus-
wirkungen der Scharkakrankheit zu schützen.

Interspezifische Hybridisierungen. i Hypersen-
sibilität gegenüber PPV ist innerhalb der Gattung
Prunus bislang nur bei Vertretern der Art Prunus
domestica bekannt. Durch interspezifische Hy-
bridisierung wäre es der Überlegung nach mög-
lich, diesen Resistenzmechanismus in andere
Obstarten der Gattung Prunus zu übertragen.
Denkbar sind Kreuzungen hypersensibler Geno-
typen der Europäischen Pflaume mit Vertretern
der Arten P. persica, P. armeniaca, P. amygdalis
und P. salicina mit dem Ziel, die Resistenz in Sor-
ten von Pfirsich, Aprikose, Mandel und Japani-
scher Pflaume zu übertragen. Für die Unterlagen-
züchtung könnten sich Hybridisierungen mit P.
cerasifera, P. spinosa, P. tomentosa und als Unter-
lagen verwendeten Mehrfachhybriden eignen.
Vereinzelte Berichte über derartige Hybridisie-
rungen liegen vor (OKIE und WEINBERGER 1996).
Insbesondere Kreuzungen der Europäischen
Pflaume mit Schlehe und Myrobalane dürften
aufgrund der engen verwandtschaftlichen Ver-
hältnisse einfach zu realisieren sein. Nachkom-
men aus Hybridisierungen mit diploiden Arten
wie der Myrobalane weisen eine niedrigere Ploi-
diestufe auf als Vertreter von P. domestica. Dies

würde die Untersuchung der genetischen Grund-
lagen der Hypersensibilität wesentlich vereinfa-
chen.

Pyramidisierung von Resistenzgenen. i HART-
MANN (2001) führt als Zuchtziel die Kombination
der Hypersensibilitätsresistenz mit der quantita-
tiven PPV-Resistenz an. Die vorliegenden Unter-
suchungen deuten darauf hin, dass der Anteil hy-
persensibler Genotypen in Nachkommenschaf-
ten von Kreuzungen hypersensibler mit quantita-
tiv resistenten Sorten gering ist. Es ist zumindest
nicht ausgeschlossen, dass bei quantitativ resi-
stenten und zugleich hypersensiblen Sorten die
Viruskonzentration so gering ist, dass eine hyper-
sensible Reaktion auch nach Inokulation durch
Doppelpfropfung phänotypisch nicht erkennbar
ist. Dies ist zukünftig anhand umfangreicher
Kreuzungsnachkommenschaften zu prüfen. Bei-
spielsweise eignen sich dazu Hybriden zwischen
hypersensiblen Genotypen und der quantitativ
resistenten Sorte ‘Mirabelle von Nancy’. Genoty-
pen, in denen beide Resistenztypen genetisch ver-
ankert sind, könnten einen Beitrag zur langfristi-
gen Sicherung der Stabilität der PPV-Resistenz
im Feld leisten. Hierfür sind aber zunächst die
vorhandenen Resistenztestsysteme anzupassen,
um eine zuverlässige und effektive Selektion zu
ermöglichen.



Zusammenfassung
7 Zusammenfassung

Die Scharkakrankheit ist bezüglich der
wirtschaftlichen Schäden, die sie verursacht, die
im europäischen Steinobstanbau bedeutendste
Virose. Sie breitet sich weltweit in raschem Tem-
po aus. Quarantänemaßnahmen konnten diesen
Prozess nur verlangsamen. Der Erreger der
Krankheit, das Plum pox virus (PPV), bedroht
den Anbau von Pflaume, Zwetsche, Aprikose und
Pfirsich, darüber hinaus befällt er die Kirsche.
Gegen das Virus immune Genotypen sind bei der
Europäischen Pflaume (Prunus domestica L.)
nicht bekannt. Bisherige Züchtungsbemühungen
bei Prunus domestica konzentrierten sich deshalb
auf die Gewinnung scharkatoleranter und quan-
titativ resistenter Sorten. Der Grad dieser Tole-
ranz und Resistenz ist stark von Umweltfaktoren
und dem Virusisolat, das die Pflanzen befällt, ab-
hängig. In den zurückliegenden Jahren traten
auch bei den im Anbau befindlichen fruchttole-
ranten oder quantitativ resistenten Sorten ver-
stärkt wirtschaftliche Schäden auf.

Ein grundlegend anderer Resistenzme-
chanismus gegenüber der Scharkakrankheit ist
die Hypersensibilität der Europäischen Pflaume
gegenüber PPV. Sie führt zu einer vollständigen
Feldresistenz gegenüber dem Virus.

Ausprägungsformen der Hypersensibilität.
Um die Bandbreite der möglichen Ausprägungs-
formen der Hypersensibilität der Europäischen
Pflaume gegenüber PPV abzuschätzen und die
Vererbung der Eigenschaft zu analysieren, wurde
an der Universität Hohenheim die Reaktion von
mehr als 1150 Genotypen, die aus Kreuzungen
zwischen sensiblen und hypersensiblen Genoty-
pen entstanden waren, auf Inokulation durch
Doppelpfropfung mit PPV-infizierter Zwischen-
veredlung untersucht. Hypersensible Genotypen
zeigten im Testsystem Nekrosen auf den Blatt-

spreiten und an den Sprossachsen sowie Trieb-
spitzendürre. In jeder der Nachkommenschaften
traten sensibel und hypersensibel reagierende
Genotypen auf, aber auch Hybriden, die auf-
grund ihrer Symptome zwischen diesen beiden
Extremen eingeordnet wurden. Phänotypisch be-
trachtet ist die Hypersensibilität demnach ein
quantitatives Merkmal. Um den Grad der Hyper-
sensibilität eines Genotyps zu beschreiben, wur-
den der Hypersensibilitätsindex, der auf Bonitur-
daten der wichtigsten Merkmale der Hypersensi-
bilität beruht, und die davon abgeleiteten
Hypersensibilitätsklassen entwickelt. Nur Geno-
typen, die zwei der vier Klassen zugeordnet wer-
den können, sind für den Anbau von Bedeutung.

Vererbung. Möglichst umfassende Kenntnisse
über die Vererbung der Hypersensibilität der
Pflaume gegenüber PPV sind die Voraussetzung
für eine erfolgreiche Nutzung dieses Resistenz-
mechanismus in der Züchtung. Ziel der Untersu-
chungen war es, Informationen über die Verer-
bung dieser Eigenschaft zu gewinnen.

Der Anteil hypersensibler Nachkommen
schwankte in den 18 untersuchten Kreuzungs-
kombinationen zwischen 0% und 88%. Die im
Hohenheimer Züchtungsmaterial verankerte
Hypersensibilität, die auf Sämlinge der Kreuzung
‘Ortenauer’×‘Stanley’ (z. B. die Sorte ‘Jojo’) zu-
rückgeht und gegen alle bislang getesteten PPV-
Isolate wirkt, wurde signifikant besser vererbt als
die in Nachkommen der Pflaumenhybride ‘K4’
determinierte, die virusisolatspezifisch ist. Hin-
sichtlich des Anteils hypersensibler Nachkom-
men bestanden große Unterschiede in der Kom-
binationseignung verschiedener Genotypen.
Kreuzungen des hypersensiblen Genotyps ‘Jojo’
mit geschmacklich sehr wertvollen, jedoch schar-
kaanfälligen Sorten wie ‘Fellenberg’ und ‘Felsina’
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erbrachten entgegen den Erwartungen einen sehr
hohen Anteil hypersensibler Nachkommen. Es
konnte gezeigt werden, dass die Hypersensibili-
tätsresistenz gegen PPV kerngenomisch codiert
wird. Eine oligogene Determinierung im he-
xaploiden Genom von Prunus domestica kann
angenommen werden.

Entwicklung von DNA-Markern. Für die Euro-
päische Pflaume sind bislang keine DNA-Marker
beschrieben, die zur markergestützten Selektion
für bestimmte Eigenschaften genutzt werden
könnten. Ziel war es, einen gangbaren Weg zur
Gewinnung molekularer Marker für die Hyper-
sensibilität aufzuzeigen. Dazu wurde eine Kreu-
zungsnachkommenschaft (‘Jojo’×‘Felsina’) mit
131 Individuen ausgewählt, deren Hypersensibi-
litätsindices im Rahmen der Untersuchungen zur
Vererbung der Eigenschaft ermittelt worden wa-
ren. Unter Anwendung der bulk segregant analy-
sis wurde nach AFLP-Fragmenten gesucht, die
Polymorphismen im Bandenmuster bedingen
und damit potenziell in Korrelation zum unter-
suchten Merkmal stehen. 14 derartige Banden
wurden sequenziert. Für die Amplifizierung eini-
ger dieser Sequenzen wurden spezifische Primer
entwickelt. Mittels Gelelektrophorese, Restrikti-
onsverdaus und SSCP wurde nach Unterschieden
in den mit den Primern amplifizierten PCR-Pro-
dukten, die auf die DNA der beiden Elternsorten
zurückgingen, gesucht. In der SSCP-Analyse
zeigten sich bei mit einem von vier untersuchten
Primerpaaren amplifizierten PCR-Produkten
Polymorphismen. Diese PCR-Produkte wurden
kloniert und sequenziert. Es konnte die Existenz
von sieben Allelen nachgewiesen werden, die sich
durch Punktmutationen (Basenaustausch, Dele-
tion) voneinander unterscheiden. Eines dieser
Allele kommt in beiden Elternsorten vor, jeweils
drei sind spezifisch für den anfälligen bezie-
hungsweise hypersensiblen Elternteil. Ein Vor-
schlag zum Design von allelspezifischen Primern
wurde vorgelegt. Damit liegt eine putativ als
DNA-Marker für die Hypersensibilität gegeigne-
te DNA-Sequenz vor.

Die für Prunus domestica verwendete
Methodik wurde als für die Entwicklung moleku-
larer Marker für die Hypersensibilität (und ggf.
andere Merkmale) geeignet befunden.

Histochemie der Pathogenabwehr. i Es konnte
erstmals nicht nur durch visuelle Beobachtungen,
sondern durch den Nachweis biochemischer In-
dikatoren gezeigt werden, dass die nach PPV-In-
fektion zu beobachtenden Absterbeerscheinun-
gen bei Genotypen der Europäischen Pflaume
eine hypersensible Reaktion darstellen. Durch die
Entwicklung einer speziellen PPV-Inokulations-
methode für Blätter konnte die PPV-bedingte In-
duktion der Bildung von Superoxidanionen in
den Blättern der hypersensiblen Zwetschensorte
‘Jojo’ nachgewiesen werden. Bei Genotypen, die
auf massive Virusinokulation mit der Bildung
von Blattspreitennekrosen reagierten, wurde eine
starke Akkumulation von Salicylsäure und von
Wasserstoffperoxid beobachtet. Sensible Genoty-
pen reagierten weder mit der Akkumulation re-
aktiver Sauerstoffspezies noch mit einer Erhö-
hung der Salicylatkonzentration in den Blättern.

Zur Lokalisierung von PPV im Blattge-
webe wurde eine immunhistochemische Metho-
de entwickelt, die auf der Immunogold-Silver-
staining-Technik basiert. Damit konnte nachge-
wiesen werden, dass die Ausbreitung des Virus
im Blatt umso stärker behindert wird, je stärker
die Hypersensibilität ausgeprägt ist. In PPV-
empfindlichen Genotypen fand sich das Virus in
weiten Bereichen der Blattspreite.

Ausblick. Die Nutzung hypersensibler Genoty-
pen eröffnet erstmals die Möglichkeit, die Aus-
breitung des Scharkavirus in bislang befallsfreie
Gebiete wirksam zu unterbinden. Für Scharkabe-
fallsgebiete stellt der Anbau hypersensibler Sor-
ten die derzeit einzige Möglichkeit dar, PPV-be-
dingte wirtschaftliche Schäden nicht nur zu mini-
mieren, sondern zu vermeiden. Die vorgelegten
Ergebnisse zur Vererbung der Hypersensibilität
zeigen, wie dieser Resistenzmechanismus effektiv
in der Züchtung neuer Sorten eingesetzt werden
kann. Die Züchtung gegenüber PPV hypersensi-
bler Sorten ist der zur Zeit meistversprechende
Weg zur Lösung der Scharkaproblematik im
Obstbau. Dabei ist auch an interspezifische Hy-
bridisierungen zur Gewinnung hypersensibler
Unterlagen zu denken. Die Hypersensibilität
kann auch für der Europäischen Pflaume ver-
wandte Arten wie die Japanische Pflaume, den
Pfirsich und die Aprikose eine neue Strategie in
der Bekämpfung der Scharkavirose darstellen.



Summary
8 Summary: The hypersensitivity of European 
Plum (Prunus domestica L.) to 
Sharka virus (Plum pox virus)

In terms of economic damage, sharka is
the most important virus disease in stone fruit
crops in Europe. It is spreading rapidly all over
the world. Quarantine measures have only dece-
lerated this process. The causative agent of sharka
disease, the Plum pox virus (PPV), threatens the
cultivation of plum, prune, apricot and peach.
Moreover, cherry trees are infected. Genotypes
immune to the virus are not known within the
species Prunus domestica L. (European plum).
Therefore, previous breeding programs for Pru-
nus domestica aimed at producing new varieties
tolerant or quantitatively resistant to PPV. To a
great extent, the degree of this tolerance or resi-
stance depends on environmental factors and on
the virus isolate infecting the plant. For several
years even widespread varieties which were
known not to show remarkable symptoms on
fruits or to be quantitatively resistant have suffe-
red more and more from Sharka diesease. There-
fore, PPV causes increasing economic damage.

The hypersensitivity of European plum
against PPV implies a basically different mecha-
nism of resistance. Hypersensitive genotypes
remain healthy in the orchard and are therefore
completely field resistant to PPV.

Types of symptoms characteristic for the hyper-
sensitive defense response. In order to define
the range of symptoms typical of hypersensitivity,
the response of more than 1150 genotypes of Pru-
nus domestica originating from crossings bet-
ween sensitive and hypersensitive genotypes to
inoculation with PPV was tested using the double
grafting method with a PPV infected interstem at

University of Hohenheim. The inheritance of the
hypersensitivity was investigated. In this test sy-
stem, hypersensitive genotypes show necrosis on
the leaves and on the stems as well as death of
young shoot tips. Among the descendants of all
the crossing combinations tested, both sensitive
and hypersensitive genotypes appeared as well as
hybrids showing characteristics of both sensitivi-
ty and hypersensitivity. Thus, the members of the
latter group were categorized in between the two
extreme forms of reaction to inoculation with
PPV. From the phenotypical point of view, hy-
persensitivity is a quantitative trait. In order to be
able to describe the degree of hypersensitivity of
an individual genotype, the ratings of the most
important characteristics of hypersensitivity were
used to describe the index of hypersensitivity.
Hybrids with a similar value of hypersensitivity
index were grouped in four classes of hypersensi-
tivity. Only members of two classes are of high
pomological value.

Inheritance. Detailed knowledge on the inheri-
tance of hypersensitivity of European plum
against PPV is a prerequisite for the successful
use of this resistance mechanism in breeding pro-
grams. The aim of the investigations was to ga-
ther information on the inheritance of this trait.

The proportion of hypersensitive seed-
lings within the 18 crossing combinations investi-
gated varied within a range from 0% to 88%. The
hypersensitivity fixed in the Hohenheim gene
pool, originating from the crossing ‘Ortenauer’ ×
‘Stanley’ (e. g. the variety ‘Jojo’) and effective to all
PPV isolates tested up to now showed a signifi-
131
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cantly better heredity than the one in descendants
of ‘K4’-hybrid, the hypersensitivity of which is
specific to certain virus isolates. Concerning the
percentage of hypersensitive descendants there
were major differences in the combining ability of
different genotypes. Unexpectedly, crossings bet-
ween the hypersensitive variety ‘Jojo’ and varie-
ties which are of high pomological value due to
the excellent taste of their fruits, but highly PPV
sensitive (like ‘Fellenberg’ or ‘Felsina’) resulted in
a high percentage of hypersensitive seedlings. It
was shown that the resistance against PPV media-
ted by hypersensitivity is encoded in the chromo-
somal DNA. It can be assumed that the hypersen-
sitivity of European plum against PPV is control-
led oligogenically.

Development of DNA markers. Up to now, the-
re have been no reports about DNA markers
which could be used for marker assisted selection
in the breeding of Prunus domestica. The research
aimed at showing a possible way for developing
molecular markers for hypersensitivity. For that
purpose, an offspring (‘Jojo’×‘Felsina’) consisting
of 131 individuals with known indexes of hyper-
sensitivity was chosen among all the progenies te-
sted. Using bulk segregant analysis, the AFLP me-
thod was applied looking for polymorphisms in
band patterns. 14 fragments assumed to correlate
with hypersensitivity were sequenced. Specific
primer pairs were designed for amplifying some
of these fragments. Using gel electrophoresis, di-
gestition with restrictionendonucleases and SSCP
analysis the PCR products of ‘Jojo’ and ‘Felsina’
were screened for differences. SSCP analysis re-
vealed differences in the PCR products amplified
using one out of four primer pairs. The cloning
and sequencing of the DNA fragments amplified
using this primer pair revealed the existence of se-
ven alleles differing in point mutations (single-
base substitution, deletion). One of these alleles
exists in both ‘Jojo’ and ‘Felsina’, three at a time
are specific to the sensitive or hypersensitive par-
ent, respectively. A proposal for the design of a
primerpair specific to the alleles was pointed out.
So a putative DNA marker for hypersensitivity of
Europen plum is available.

The method used for Prunus domestica
was regarded as suitable for developing molecular

markers for hypersensitivity (or other traits of in-
terest).

Histochemistry of pathogen defence. i For the
first time it was shown, not only based on visible
observations but by proving the appearance of
biochemical indicators, that the symptoms hy-
persensitive genotypes of European plum show
after inoculation with PPV represent a type of hy-
persensitive response. Using a newly developed
method of inoculating leaves of European plum
with PPV the generation of superoxide anions
due to the presence of PPV in leaves of the hyper-
sensitive variety ‘Jojo’ was demonstrated. Geno-
types showing necrosis on lamina after massive
inoculation with PPV were found to accumulate
salicylic acid and hydrogen peroxide in the leaves.
In case of sensitive genotypes, neither an accu-
mulation of reactive oxygen species nor an
increase in salicylic acid content was registered.

For localising of PPV in leaf tissues, an
immunohistochemical method based on the im-
munogold silver staining technique was de-
veloped. With this it was shown that the spread of
the virus within the leaf was restricted the more,
the higher the degree of hypersensitivity of the re-
spective genotype was. In genotypes sensitive to
PPV, the virus was found in large areas of the leaf.

Prospects. The availability of hypersensitive ge-
notypes provides, for the first time, the opportu-
nity of reliably preventing the spread of Sharka
virus into areas that have been free from PPV so
far. For regions where PPV is prevalent, the culti-
vation of hypersensitive genotypes is the only
possibility of not only minimizing the economic
damage caused by Sharka disease but also of
avoiding it. The results presented concerning the
heritability of the hypersensitivity show how to
use this mechanism of resistance for breeding
new cultivars efficiently. Presently, the breeding
of varieties hypersensitive to PPV is the most pro-
mising approach for solving the problem of Shar-
ka disease. In this respect, interspecific hybridi-
sations for producing hypersensitive rootstocks
have to be taken into account. Hypersensitivity
might also be a promising tool for solving the
Sharka problem of species related to the Euro-
pean plum like Japanese plum, peach and apricot.
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